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Einleitung 


Wenn man, wie es iiblich ist, die Vitalfarbung als eine der wichtig- 
sten Arbeitsmethoden der Zellphysiologie bezeichnet, dann ist man gendtigt, 
den Begriff der Physiologie sehr weit zu fassen — und selbst dann geht die 
Bedeutung dieser Methode iiber den physiologischen Bereich hinaus. Nur ein 
verhilitnismaRig kleiner Teil der Vitalfarbearbeiten beschaftigt sich mit 
physiologischen Vorgangen im engeren Sinne, also mit solchen, die Lebens- 
erscheinungen der Zelle darstellen oder ihnen zugeordnet sind. Dazu ge- 
héren vor allem jene Arbeiten, die die Aufnahme bestimmter Farbstoffe mit 
Vorgingen des Zellstoffwechsels, besonders mit der Atmung, in Zusammen- 
hang bringen (z. B. Dé ring 1935, Héfler, Ziegler und Luhan 1956, 
Drawert und Endlich 1956) oder die sich mit chemischen oder topo- 
graphischen Veranderungen bestimmter Farbstoffe infolge der Lebenstitig- 
keit der Zelle befassen (Pekarek 1933, Strugger 1936, Drawert 


1953, Kiermayer 1955). 


Meinem Lehrer K. HOfler zum 65. Geburtstag in Dankbarkeit zugeeignet. 
Protoplasma, Bd. L/1 1 





H. Kinzel 


Im iibrigen ist die Vitalfarbung vielfach ein Hilfsmittel der Zytomor- 
phologie, indem sie Zellbestandteile, die im ungefarbten Zustande unsicht- 
bar oder schwer sichtbar sind, scharfer hervortreten aft. 

Ferner gab uns die Vitalfarbung manchen indirekten Hinweis auf die 
Zusammensetzung des lebenden Protoplasmas. Wenn wir z. B. sehen, dal 
die gut lipoidléslichen Farbbasen vieler basischer Farbstoffe das Proto- 
plasma fast widerstandlos zu durchdringen vermégen, dann ist dies ein 
starkes Argument fiir die wesentliche Beteiligung der Lipoide am Bau des 
Plasmas. 

SchlieBlich lassen sich durch Beobachtung der topographischen Verteilung 
des Farbstoffes innerhalb der Zelle, also durch Feststellung der Orte sowie 
auch des Farbtones der Speicherung, mannigfache Erkenninisse iiber die 
physikalische und chemische Zusammensetzung verschiedener Zellbestand- 
teile gewinnen. Diese Anwendung der Vitalfarbung kénnte man auch 
Vital-Cytochemie nennen. Es bedarf freilich oft recht miihevoller 
chemischer und physikalisch-chemischer Modellversuche und Erérterungen, 
um aus einem bestimmten Vitalfarbeergebnis auf eine bestimmte chemi- 
sche Konstitution eines Zellteiles zu schlieRen. Es handelt sich ja zumeist 
nicht um einfache chemische Reaktionen, sondern um Adsorptionserschei- 
nungen und Lésungsgleichgewichte von recht komplizierter Art. Man kann 
daher zumeist nicht sagen: Ein Partikel, das sich mit diesem Farbstoff an- 
farbt, hat diese chemische Konstitution. Es ist vielmehr zumeist nur méglich. 
zu sagen: Dieses Partikel muf diese oder jene bestimmie kolloidale Struktur 
besitzen oder diese bestimmten Atomgruppen enthalien. Die Vitalfarbungs- 
ergebnisse werden so als Zustands- oder Gruppenreaktionen ausgewertet 
(vgl. Kinzel 1953, 1955). 

Eine einigermafen sichere, nicht nur auf Vermutungen und Analogie- 
schliissen beruhende Aussage auf diesem Gebiet ist allerdings nur dann 
méglich, wenn die Eigenschaften des betreffenden Farbstoffes durch eine 
groe Zahl von Modellversuchen hinlanglich genau bekannt sind. Sowohl die 
physikochemischen Eigenschaften des Farbstoffes selbst miissen festgestellt 
werden als auch seine Reaktionsweisen gegeniiber anderen Stoffen, vor- 
nehmlich gegeniiber solchen von Kolloid-Natur. Besonders das letzigenannte 
Forschungsgebiet ist auferordentlich breit. theoretisch und _praktisch 
gleichermafen schwierig und deshalb erst ganz ungeniigend bearbeitet. 

Die vorliegende Arbeit soll ein Beitrag zur Aufklarung einer Erschei- 
nung sein, auf die der Vitalfarber immer wieder st6Rt: Der Farbton, mit 
dem der Farbstoff von bestimmten Zellteilen gespeichert wird, ist sehr 
haufig von dem (als orthochromatisch bezeichneten) Farbton der ange- 
wandten Farblésung verschieden — bzw. verschiedene Zellteile speichern 
den gleichen Farbstoff in verschiedenen Farbténen. Die Erscheinung war 
schon Ehrlich (1877) bekannt, der sie mit den heute noch iiblichen Namen 
Metachromasie belegte. Die physikochemischen Ursachen dieses Farbeffektes 
blieben jedoch noch lange Zeit ein Ratsel. Man mufte sich zunichst damit 
begniigen, die metachromatischen Erscheinungen auf die Anwesenheit 
einer sogenannten .chromotropen Substanz“ oder von ,,.Metachromatin® in 
den betreffenden Gewebselementen zuriickzufiihren. 
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Die erste Méglichkeit zur Aufklarung eines metachromatischen Effektes 
eréffnete sich auf dem Gebiet der sogenannten substantiven Farbstoffe, der- 
jenigen also, die Baumwolle direkt anfarben und die zumeist stark kol- 
loidale Eigenschaften besitzen. Nachdem schon Zsigmondy in seiner 
Kolloidchemie (5. Aufl. 1925—1927) auf die Rolle des Dispersitiatsgrades der 
Farbstoffe fiir die Eigenfarbe der Lésung hingewiesen hatte, gelang es 
Czaja (1930), die Richtigkeit dieser Aussage auf breiter Grundlage zu 
bestatigen. Durch Ultrafiltration von Lésungen substantiver Farbstoffe wies 
er nach, daft diese polydispers zu sein pflegen. Die einzelnen Farbstoff- 
molekiile lagern sich namlich zu Komplexen von kolloidaler GréRenordnung 
(sogenannten Mizellen !) zusammen, die aber nicht alle gleich grof sind. Nun 
steht die GréRe dieser Farbstoffmizellen in Beziehung zu ihrer Lichtabsorp- 
tion. Trennt man aus dem polydispersen Gemisch Fraktionen von bestimm- 
ier TeilchengréRe ab, dann erhalt man oft sehr verschiedenartig gefarbte 
Lésungen. Auch bestimmte Teile der Pflanzenzelle, vor allem die Zellwande, 
wirken als Ultrafilter verschiedener Porenweite. In den sehr dichten Lig- 
ninwanden bleiben die kleineren Teilchen hangen, die lockerer gebauten 
unverholzten Wande kénnen nur die gréberen Teilchen festhalten. So ent- 
stehen in diesem Falle die metachromatischen Effekte. 

Czaja hat aber dariiber hinaus erkannt, daf die Metachromasie der 
molekulardispersen basischen Farbstoffe nicht auf diese Weise erklart wer- 
den kann. Als man an dieses Problem heranging, war vor allem eine groke 
Klippe zu iiberwinden: Der metachromatische Farbton der basischen Farb- 
stoffe stimmt zumeist mit dem Farbton der alkalischen Farblésung iiberein. 
Dieser Umstand hat manchen Forscher auf eine falsche Fahrte gefiihrt — 
wie z. B. Czaja selbst (1934) — und eine Aufklarung des Problems sehr 
verzogert. 

Den nachsten wichtigen Schritt vorwiarts tat Lis on (1935). Er wies nach, 
da sich ein metachromatischer Farbeffekt in Lésungen basischer Farb- 
stoffe durch Zusatz bestimmter Stoffe (sogenannter Chromotrope, z. B. Chon- 
droitinsulfat) erreichen laft, ohne da dabei eine bedeutende pH-Verschie- 
bung stattfindet, die den Farbtonwechsel als Indikatoreffekt des Farbstoffes 
erklarlich machen wiirde. Lison kam im Anschluf daran zu der Vorstel- 
lung, da es zwei verschiedene Modifikationen des Farbstoffions gabe, eine 
normale und eine metachromatische, und daft das Verhaltnis dieser beiden 
Modifikationen durch den Zusatz der chromotropen Substanz verschoben 
werde. 

Gegen diese Ansicht hat S pe k (1940) heftig protestiert. Er bemiihte sich 
in zahlreichen Modellversuchen um den Nachweis, daf es sich bei den im 


1 Leider ist der Ausdruck .die Mizelle* oder .das Mizell” (beide Spielarten 
kommen in der Literatur vor) ein Homonym fiir zwei ziemlich voneinander ver- 
schiedene Dinge. Einerseits bezeichnete Nageli mit diesem Wort die von ihm 
stabchenférmig gedachten submikroskopischen Bauelemente der Pflanzenzellwand. 
Spater nannten die Kolloidchemiker die durch Assoziation von gelésten Molekiilen 
entstandenen Teilchen kolloidaler GréBenordnung ebenfalls Mizellen. Der Aus- 
druck ist nun in beiden Bedeutungen so stark eingebiirgert. daB an eine Umbe- 
nennung leider kaum zu denken ist. 


1* 
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vitalgefarbten Protoplasma zu beobachtenden Farbtonunierschieden doch 
um sichtbar gemachte pH-Unterschiede handle und daff von einer echten 
Metachromasie nur dann gesprochen werde kénne, wenn der Farbstoff mit 
der chromotropen Substanz eine Fallung bildet. Neuere Mitteilungen aus 
Speks Institut (W oohsmann 1956a,b) gehen von der gleichen Meinung 
aus. (Auf die Spekschen Vorstellungen wird weiter unten — S. 33 — 
noch ausfiihrlich eingegangen.) 


Inzwischen hatte sich schon von anderer Seite her eine neue Moglichkeit 
zur Lésung des Problems angebahnt. Hol mes (1924, 1927, 1928) bemerkte, 
da konzentrierte Farbstofflésungen ein anderes Absorptionsspektrum und 
damit einen anderen Farbton besitzen als verdiinnte. Auch K or t ii m (1936) 
wies auf ahnliche Erscheinungen hin. Unabhiangig davon hatten Nistler 
(1930) und Gicklhorn (1931) durch Diffusionsversuche nachgewiesen, 
daft die TeilchengréRe in Farbstofflésungen oft stark von der Konzentration 
abhangig ist. Den entscheidenden Schritt tat dann Scheibe (1939): Er 
stellte die Hypothese auf, da bei Erhéhung der Konzentration eine mehr 
oder weniger weitgehende reversible Polymerisation der Ionen mancher 
basischer Farbstoffe stattfindet, in der der Farbwechsel seine Ursache hat. 
Inzwischen wurden viele weitere Untersuchungen durchgefiihrt, die die 
Scheibesche Hypothese immer wieder gestiitzt haben. Auch bei einer 
Anzahl der gebrauchlichen Vitalfarbstoffe ist die Fahigkeit zur Bildung 
solcher Polymerisate (Assoziate) nachgewiesen worden (Methylenblau: 
Rabinowitch und Epstein 1941, Akridinorange: Zanker 1952, 
Thionin: Bartels und Schwantes 1955, Neutralrot: Bartels 1956b). 


Durch diese Feststellungen war zunachst die Tatsache erklart, daf 
konzentrierte Farblésungen einen anderen Farbton zeigen als verdiinnte. 
Noch war aber die Frage ungelést, warum die sogenannten chromotropen 
Substanzen auch dann, wenn sie einer ziemlich verdiinnten Farblésung zu- 
gesetzt werden, eine ganz gleichartige Farbtonverschiebung hervorzurufen 
vermégen. Hier brachte uns die schéne Arbeit von Bank und Bungen- 
berg (1939) ein grofes Stiick vorwarts. Die Autoren fanden, daft nicht 
— wie Lison urspriinglich geglaubt hatte — lediglich die Stoffe, die 
SO,H-Gruppen tragen, als Metachromasie-Erreger wirken, sondern alle 
Biokolloide, die eine gréBere Zahl von sauren Gruppen im Molekiil besitzen, 
also auBer den ,,Sulfatkolloiden* Agar, Carrageen und Chondroitinsulfat 
noch die ..Karboxylkolloide* Pektin, Gummi arabicum und Leinsamen- 
schleim sowie die .,Phosphatkolloide* Lezithin und Nucleinsaure. Sie kamen 
aus ihren Versuchen zu dem Ergebnis, daf beim Zusammentreffen von 
Farbstoff und saurem Kolloid eine Adsorption der Farbstoffkationen an die 
negativ geladenen Kolloidteilchen stattfinde. und gelangten im Anschluf 
daran (noch ohne Kenntnis der Scheibeschen Hypothese) in einer bemerkens- 
werten Intuition zu der offenbar richtigen Vorsiellung, daf die bei der 
Adsorption stattfindende lokale Konzentrationserhéhung der Farbstoff- 
ionen die Ursache der metachromatischen Verfarbung sein miisse. 


L. Michaelis hatte iibrigens schon 1910 auf eine Polymerisation 
von Farbstoffmolekiilen als mégliche Ursache der Metachromasie hinge- 
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wiesen. Die wissenschaftliche Situation war aber damals offenbar noch nicht 
reif dazu, diese Hypothese aufzunehmen. 

In jiingster Zeit hat K ell y (1956) ein Sammelreferat iiber das Problem 
der metachromatischen Reaktion veréffentlicht. Auf die reiche Literatur- 
sammlung dieses Berichtes sei hingewiesen. Er kommt ebenfalls zu der An- 
sicht, da der erste Schritt zur metachromatischen Anfarbung eines Zell- 
teiles eine Elektroadsorption sei. Als deren Folge kénne es entweder zu 
einer Polymerisation der adsorbierten Ionen oder aber zu einer Ein- 
wirkung bestimmier elektrischer Felder des Chromotrops auf dieselben 
kommen, die die Verfarbung hervorruft. Ob Kelly hier an die soge- 
nannten ,,Einschlufverbindungen* denkt, auf deren Bedeutung fiir das Zu- 
standekommen der Metachromasie aus S pe ks Schule immer wieder hinge- 
wiesen wird (vgl. Woohsmann 1956), geht aus seinen Ausfiihrungen 
nicht deutlich hervor. 

In der zitierten Arbeit von Bank und Bungenberg findet sich, am 
Rande vermerkt, noch eine bemerkenswerte Entdeckung: Die Autoren: fan- 
den, daf Nucleinsiure bis zu einer bestimmten Konzentration den von 
ihnen verwendeten Farbstoff (Toluidinblau) zu normalem metachromati- 
schem Farbtone (violett) umfarbt. Wendet man jedoch héhere Konzentra- 
tionen von Nucleinsaure an, dann schlagt der Farbton nach griin um. Spater 
haben andere Forscher (z. B. Lison und Mutsaars 1950) diese Erschei- 
nung eingehender untersucht und sind zu der Meinung gekommen, daf hier 
ein spezifischer und noch unbekannter Bindungsmechanismus vorliegen 
miisse. Sie nennen den ,.normalen“, in hoher Farbstoffkonzentration oder bei 
Zusatz von sauren Kolloiden auftretenden Farbton (also z. B. violett bei 
Toluidinblau) ,positiv metachromatisch*, den in starken Nuclein- 
saurelésungen auftretenden Farbton (griin bei Toluidinblau) ,.negativ 
metachromatisch*“. Beziiglich der nunmehr notwendigen neuen De- 
finition des orthochromatischen Farbions vgl. die Fufnoie auf S. 18. 

Nach diesem kurzen Abriff der Entwicklung der chemischen Seite des 
Problems wieder zuriick zur Vitalfarbung von Pflanzenzellen! Es sind, wie 
schon seit langem bekannt, vor allem zwei Teile derselben, die die meta- 
chromatischen Erscheinungen in besonders eindrucksvoller Weise zeigen: 
Die Zellwand und der Zellsaft. Schon friih war aufgefallen, da die Zell- 
sifte verschiedener Pflanzenzellen den gleichen Farbstoff in recht verschiede- 
nen Farbténen speichern kénnen (P. Dangeard 1920, 1923 fiir Neutral- 
rot, vgl. Abb. 17, S. 28). Die alteren Zellphysiologen fiihrten diese Farbton- 
unterschiede zunachst auf die Anwesenheit von ..Metachromatin® bzw. von 
Tannin, vielfach aber auch auf blof&e pH-Unterschiede der betreffenden Zell- 
safte zuriick, wie es nach dem damaligen Stande der Kenntnisse nicht anders 
méglich war. Aber auch spater noch, als die Chemiker bereits die metachro- 
matischen Erscheinungen beschrieben hatten, anderte sich an der Haltung 
der Vitalfirber zunichst nicht viel. Den entscheidenden Umschwung brachte 
hier die Erfindung der Fluorochromierung mit ihren besonders krassen Farb- 
effekien. Strug ger (1940) erkannte klar, da die rote Fluoreszenzfarbe in 
den Vakuolen der mit Akridinorange gefarbten Allium-Innenepidermis auf 
einem Konzentrationseffekt beruht und mit dem pH-Wert des Zellsaftes in 
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keiner direkten Beziehung steht. Hier war ja eine Entscheidung eindeutig 
méglich: Wihrend bei den basischen Hellfeldfarbstoffen zumeist der meta- 
chromatische und der alkalische Farbton einander ahnlich sind, fluoreszieren 
hei Akridinorange die Farbbase griin, die ionisierte Lésung in verdiinntem 
Zustand ebenfalls griin, im konzentrierten (metachromatischen) Zustand da- 
gegen rot. Spater begann H 6 fle r (1947, 1948, 1949) umfangreiche Versuchs- 
reihen mit dem gleichen Farbstoff und fand, da die Farbtonunterschiede. 
die sich an verschiedenen Pflanzenzellen durch Farbung mit Diachromen 
feststellen lassen, noch viel brillanter bei Fluorochromierung mit Akridin- 
orange hervortreten. Die Zellen, die sich mit Diachromen im positiv meta- 
chromatischen Farbton farben (also z. B. mit Neutralrot ziegelrot, mit 
Toluidinblau violett), leuchten nach Akridinorange-Speicherung rot, die 
anderen Zellen, die im Hellfeld negative Metachromasie zeigen (also 
z. B. mit Neutralrot violettrot, mit Toluidinblau blaugriin), leuchten. 
mit Akridinorange fluorochromiert, griin (vgl. Abb. 17—19, S. 28). HG f- 
ler fand dann weiter, daf es sich hier um zwei grundsatzlich ver- 
schiedene Mechanismen der Farbstoffspeicherung handle und nannie die 
erstere Art von Zellsaften .leer“, die letztere .voll“. Die leeren Zellsafte 
speichern die Farbkationen basischer Farbstoffe nach dem Prinzip der 
lonenfalle: Die auf Grund ihrer guten Lipoidléslichkeit durch das Plasma 
permeierenden Farbbasenmolekiile verwandeln sich im saurem Zellsaft zu 
lonen, denen der Riickweg durch das Plasma versperrt ist (vgl. Kinzel 
1954). Die vollen Zellsafte dagegen enthalten bestimmte Stoffe, die mit dem 
Farbstoff chemische Verbindungen eingehen. Unsere Vorstellungen von der 
Art dieser Stoffe sind noch recht unbefriedigend. Pfeffer (1886) sprach 
von Gerbstoffen, ebenso Hartel (1951). Drawert (1940) vermutete auf 
Grund seiner Modellversuche einen Lipoidreichtum der betreffenden Va- 
kuolen. Gelegentlich wurde auch ein Gehalt an organischen Sauren und ein 
besonderer plasmatischer Zustand (Hartel 1953a) als Ursache der ge- 
nannten Erscheinungen angenommen (vgl. auch die zusammenfassende Dar- 
stellung von Drawert 1956). 


Das Verhalten der vollen und leeren Zellsafte ist in der Folge noch 
mehrfach studiert worden (Wiesner 1951, Héfler und Schindler 
1951, 1955, Hirn 1953a, b, Kiermayer 1954, Huber 1955). Flasch 
(1955) machte schlieBlich die interessante Beobachtung, daf der Farbton von 
vitalgefarbien Zellsaften sich auffallig andern kann, wenn die Zellen mit 
einer Lésung von Coffein behandelt werden, das bekanntlich sehr leicht in 
den Zellsaft permeiert: In den leeren Zellsaften tritt dabei eine Umfarbung 
vom positiv metachromatischen zum negativ metachromatischen Farbton ein, 
als ob sich die leeren Zellsafte in volle verwandelt hitten. 


Auch an den Zellwanden der Pflanzenzelle lat sich die Erscheinung der 
Metachromasie beobachten, und zwar pflegen sich die aus Zellulose und 
Pektin bestehenden Zellwande (Zellinwiande im Sinne von Sch warz 1924) 
in positiv metachromatischem, die verholzten Zellwiande hingegen in ortho- 
chromatischem bis leicht negativ metachromatischem Tone zu farben (C za ja 
1954, 1936). Auch hier wies uns erst die Fluoreszenzmikroskopie den Weg 
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zu einer befriedigenden Erklirung dieser Farbeffekte: Die Zellinwande 
speichern Akridinorange zu roter Fluoreszenz, die Ligninwande zu griiner 
(vel. Luhan und Toth 1951). Es lie® sich in der Folge zeigen, daf die 
rote Fluoreszenz der Zellinwande auf einer Elektroadsorption der Farbstoff- 
kationen an den sauren Gruppen des Pektins beruht (Kinz el 1955). Auch 
hier tritt infolge der lokalen Konzentrationserhéhung eine Polymerisation 
der Farbkationen ein, die die Ursache der roten Fluoreszenz ist. Die griine 
Fluoreszenz der Ligninwande lie® sich bis jetzt noch nicht klaren. Es konnte 
hier — wie im Falle der vollen Zellsafte — lediglich angenommen werden, 
dafi beim Akridinorange nicht nur die Farbbase und die Kationen in ver- 
diinnter Lésung griin fluoreszieren, sondern auch bestimmte chemische Ver- 
bindungen des Farbstoffes, was natiirlich eine unangenehme Komplikation 
darstellt, die die Deutung der Beobachtungen sehr erschwert. 


Besonders schéne Objekte zur Erzielung von metachromatischen Farbun- 
gen sind die verschiedenen Gallertbildungen von Algen (vgl. Abb. 16, S. 28). 
Hier kann man bei Anfarbung mit basischen Farbstoffen in prachtvoller 
Weise alle Méglichkeiten von nahezu orthochromatischer bis zu _ starkst 
positiv metachromatischer Farbspeicherung verwirklicht sehen (HOfler 
und Schindler 1952, Kinzel 1953). 

In der vorliegenden Arbeit soll nun versucht werden, bestimmte Vital- 
farbungsvorgange, und zwar die Speicherung basischer Farbstoffe in der 
Vakuole und der Membran von Pflanzenzellen, als vital-cytochemi- 
sche Reaktionen auszuwerten. Es geht also darum, aus dem F ar b- 
ton des in einem Zellteil gespeicherten Farbstoffes Schliisse auf be- 
stimmte chemische Eigenschaften dieses Zellteiles zu ziehen. 


Zu diesem Zwecke wurden zunachst Modellversuche zum Problem der 
positiven und der negativen Metachromasie durchgefiihrt, die dann einigen 
mikrospektroskopischen Beobachtungen an vitalgefarbten Zellen gegeniiber- 
gestellt wurden. 


Experimenteller Teil 


A. Modellversuche zur Frage der positiven Metachromasie 


Die mannigfachen Verfarbungserscheinungen, die unsere gebrauchlichen 
Vitalfarbstoffe in vitro zeigen und die zunachst als metachromatische Er- 
scheinungen im weitesten Sinne bezeichnet seien, konnen — wie schon oben 
berichtet — auf sehr verschiedene Ursachen zuriickgehen. Fiigt man zu einer 
Farblésung Alkalien oder Salze hinzu, erhéht man ihre Konzentration oder 
verseizt man sie mit bestimmten sogenannten chromotropen Substanzen. 
dann kénnen alle diese Einfliisse bewirken, daB sich der Farbton der Lésung 
andert. Fiir die vorliegende Arbeit sind vor allem die durch die letzt- 
genannte Veranderung bewirkten Verfarbungen, die metachromatischen 
Erscheinungen im engeren Sinne, interessant. Die erste ernstere Schwierig- 
keit nun, vor die sich der Bearbeiter dieses Gebietes gestellt sieht, liegt in 
der Tatsache, daf alle die oben genannten Einwirkungen auf eine Farb- 
lésung einen scheinbar gleichen Effekt haben kénnen. So reagiert z. B. eine 
Neutralrot-Lésung auf alle die vier genannten Veranderungen mit einer 
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Umfiarbung von Rot nach Orange, Lésungen von Brillantkresylblau oder 
Toluidinblau verfarben sich in entsprechenden Fallen von Blau nach Violett. 
Die Schwierigkeit liegt noch tiefer: Wenn man die durch verschiedene Ur- 
sachen nach der gleichen Richtung verfarbten Lésungen durch ein einfaches 
Spektroskop betrachtet, kann man ziemlich oft keine sehr deutlichen Unter- 
schiede feststellen, wie schon Spek (1940) bemerkt hat. 


Die erste Frage, die eine experimentelle Bearbeitung erfordert, lautet 
nun: Rufen die genannten Einwirkungen (pH- und Konzentrationsande- 
rungen, Zusatz bestimmter Stoffe) aus irgendeinem Grunde gleichartige Ver- 
anderungen an den Farbstoffmolekiilen hervor oder aber sind die Verande- 
rungen an den Farbstoffmolekiilen jeweils verschieden und stimmen die 
verdnderten Molekiile nur in der Lichtabsorption so weit iiberein, daf das 
unbewaffnete oder mangelhaft bewaffnete Auge keine Unterschiede wahr- 
zunehmen vermag? Die von physikochemischer Seite in den letzten Jahren 
herausgebrachten spektralphotometrischen Arbeiten haben es wahrschein- 


lich gemacht, daf die letztere der beiden Moglichkeiten zutrifft. 


Als ich selbst vor der Notwendigkeit stand, die Lichtabsorptionsverhalt- 
nisse verschiedener Farblésungen zu untersuchen, stand mir dazu ein 
Pulfrich-Photometer von Zeiss zur Verfiigung. Mit diesem Geriat, das ent- 
lang der Wellenlangenskala nur neun Mefpunkte besitzt und daher — zum 
Unterschied vom Spekiralphotometer — die Aufnahme einer geschlossenen 
Absorptionskurve nicht zulaft, kann natiirlich nur eine bestimmte Auswahl 
physikochemisch einfacher Probleme bearbeitet werden. Es ist aber, wie 
sich zeigte, ein fiir den Physiologen sehr brauchbares Werkzeug. Ich wahlte 
die vier Farbstoffe Neutralrot, Brillantkresylblau, Nilblau und Toluidin- 
blau2. Zunachst wurde die Extinktionskurve einer sehr verdiinnten wais- 
serigen Farblésung aufgenommen, worauf die durch pH-Anderung hervor- 
gerufenen Veranderungen derselben studiert wurden. Dann wurde einer- 
seits die Extinktionskurve einer konzentrierten Farblésung festgestellt, 
anderseits diejenige einer verdiinnten Farblésung, die durch Zusatz einer 
chromotropen Substanz verfarbt worden war. Die verdiinnten Farblésungen 
wurden in 3 bis 5cm langen Kiivetten untersucht, jeweils die Extinktions- 
koeffizienten (also die auf 1cm Schichidicke bezogenen Extinktionswerte) 
bestimmt und in das Diagramm eingetragen. Bei den hochkonzentrierten 
Farblésungen muften natiirlich ganz kleine Schichtdicken angewandt wer- 
den. Ich lieB zu diesem Zwecke einen Tropfen der Farblésung zwischen 
zwei Quarzplattchen kapillar sich ausbreiten. Quarz empfahl sich deshalb, 
weil nach meinen Erfahrungen bei kapillarer Benetzung von Glaswinden 
pH-Anderungen der betreffenden Lésung eintreten kénnen. Zur Berechnung 
der Extinktionskoeffizienten wurde in diesem Falle eine Schichtdicke von 
rund 0,01 mm angenommen, wie ich sie an einem solchen Praparat durch Aus- 
wiegen und Division durch den Flacheninhalt des Plattchens erhalten hatte. 
Diese Pauschalannahme bringt natiirlich eine gewisse Unsicherheit mit sich, 
die sich aber nur auf die Absolutwerte der Extinktionskoeffizienten bezieht. 


2 Verwendet wurden folgende Priaparate: Neutralrot (Merck), Brillantkresyl- 
blau (..Chroma* = Griibler), Nilblau (..Chroma* = Griibler), Toluidinblau (Bayer). 
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Fiir das gegenseitige Verhalinis der einzelnen Werte jedoch und damit fiir 
den Kurvenverlauf ist diese Ungenauigkeit ohne Einflu®. — Als chromo- 
trope Substanz verwendete ich Natrium-Agar, das aus kiuflichem Agar 
nach der Vorschrift von Bungenberg und Teunissen (1938) durch 
mehrmaliges Digerieren mit NaCl-Lésung hergestellt worden war. 


Fine Lésung von Neutralrot 
ist bekanntlich bei saurer Reak- 
tion rot, bei alkalischer Reaktion 
orange bis gelb. Verfolgt man 
die Farbainderung an Hand der 
Extinktionskurven bei verschie- 
denen pH-Werten, dann ergibt 
sich das in Abb. 1 dargestellte 
Diagramm. Man sieht, daft die pH 107 
roten Farbkationen, die unter- daa 
halb von pH7 in der Lésung pH bg 
iiberwiegen, ein steiles Absorp- aH 6% 
tionsmaximum in der Gegend 
von 530mu aufweisen (der ausder 
Literatur entnommene, genaue DH ¥8 
Wert betragt 532.5mu: Bartels 
1956a). Die Farbbasenmolekiile 





a re a a ee 





a ae 
jedoch, die im alkalischen Be- 600 550 $00 450 A 


reich die Gelbfirbung verursa- Abb. 1. Extinktionskurven fiir Neutralrot 
chen, zeigen ein flaches Maximum 1: 200.000 bei verschiedenen pH-Werten. 
in der Gegend von 470mu (genau 
450mu: Bartels 1956a). Macht man eine saure Lésung allmahlich alka- 
lisch, dann tritt nicht etwa eine Verschiebung des Absorptionsmaximums 
ein, sondern, wie die Zwischen- 
kurven zeigen, die Absorption 
bei 530mu nimmt ab und die 
Absorption bei 470 mu nimmt zu, 
Molekiil wie es dem abnehmenden An- 
teil der Kationen und dem zu- 
nehmenden Anteil der Farbba- 
senmolekiile an der Gesamtab- 
3 656769 0 sorption der Lésung entspricht 
ov (vgl. Abb. 2). Fiir das unbewaff- 
Abb. 2. Dissoziationsverhaltnisse eines nete Auge geht dabei die Eigen- 
basischen Farbstoffes mit der Dissozia- farbe von Rot iiber Orange nach 
tionskonstanten 10—* in Abhiangigkeit Gelb. 
vom pH-Wert der Lésung. Abszisse: 
pH-Wert der Lésung. Ordinate: Disso- 
ziationsrest. 





1 











Bereitet man nun eine sehr 
konzentrierte (z. B. eine ein- 
prozentige) Neutralrot-Lésung, 
dann bemerkt man beim Betrachten derselben in diinner Schicht so- 
fort, da ihre Eigenfarbe von der einer verdiinnten Lésung ab- 





10 H. Kinzel 


weicht. Sie ist nicht kirschrot, sondern orangerot oder braunrot. Nimmt 
man nun die Extinktionskurve einer solchen Neutralrotlésung 1 :100 auf 
(Abb. 3), dann erhalt man ein Absorptionsmaximum in der Gegend von 
500mu (genau 495mu: Bartels 1956b), in einem Wellenlangenbereich 
also, in der beim pH-bedingten Farbumschlag Rot-Gelb niemals ein Maxi- 
mum auftritt. Daraus aft sich bereits vermuten, daff die orangerote Farbe 
der konzentrierten Lé- 
sung einem anderen 
Molekiilzustand des 
Farbstoffes zugehért 
als die orangerote Far- 
be einer schwach alka- 
lischen Neutralrotlé- 
sung. 


> 
S 

PS) 
=~ 


* 
™“ 
Ss 
tir Kone. 7:200000 & 


Diese Vermutung 
wird noch verstarkt 
durch die Beobachtun- 
gen, die man an ei- 
ner durch chromotrope 
Substanzen verfarbten 
Neutralrotlésung ma- 
chen kann. Stellt man 


tir Kone. 7:100 
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Abb. 3.  Extinktionskurven fiir Neutralroi. 

1: 200.000. pH 48. © 1:200.000, pH 6,9, 
@ 1: 200.000, pH 10, o 1:100, HO, a 1: 200.000 


in 0.5% Agar. 


z. B.eine Lésung her, die 
Neutralrot in der Kon- 
zentration 1 : 200.000 
und auferdem 0,5°/, 
Natrium-Agar enthalt, 


dann erhalt man 
wiederum eine orangerote Lésung. Diese Lésung zeigt nun, genau so wie die 
konzentrierte Lésung, ein Absorptionsmaximum in der Gegend von 500 mu 
(Abb. 3). Um die oben angedeutete Vermutung noch weiter zu erharten, 
wurde eine Neutralrotlésung in Wasser so lange mit Pufferlésungen ver- 
schiedenen pH-Wertes versetzt, bis ihr Farbton mit demjenigen einer durch 
Zusatz von Agar metachromatischen Lésung iibereinstimmte. Die Lésung 
hatte dann den pH-Wert 6.9. Auch von dieser Lésung wurde eine Absorp- 
tionskurve aufgenommen und in Abb. 3 eingezeichnet. Ein Vergleich zeigt 
sofort den Unterschied. In der wasserigen Neutralrotlésung von pH 6,9 
iiberwiegt noch das Farbkation. Sie zeigt daher das fiir das Kation typische 
Maximum bei 530 mu. Die visuell farbgleiche, durch Agar metachromatische 
Lésung hat dagegen ihr Absorptionsmaximum bei 500 mu, genau so wie die 
konzentrierte Lésung. 


Eine Erklarung dieser Beobachtungen ist auf Grund der schon in der 
Einleitung genannten physikochemischen Arbeiten nicht schwer (Scheibe 
1939, Rabinowitch und Epstein 1941, Zanker 1952, Bartels 
und Schwantes 1955, Bartels 1956b). In der konzentrierten Lésung 
findet eine reversible Assoziation (,,Polymerisation*) der Farbkationen 
statt. Die entstehenden doppelten oder mehrfachen Ionen haben eine gegen- 
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iiber den Einzelionen veranderte Lichtabsorption, das neue Maximum liegt. 
wie aus Abb. 3 zu entnehmen ist, fiir Neutralrot in der Gegend von 500 mu. 
Warum zeigt nun die durch Agar verfiarbte Lésung ein gleichartiges Ab- 
sorptionsmaximum? Diese Frage wurde zuerst von Bank und Bungen- 
berg (1939) beantwortet. Die beiden Autoren gehen von der in der Kol- 
loidchemie altbekannten Tatsache aus, daf Adsorptionserscheinungen nicht 
nur an den mikroskopisch sichtbaren Partikeln eines pulverigen Adsorbens, 
sondern auch an wesentlich kleineren, kollodial gelésten Teilchen stait- 
finden kénnen. Solche Teilchen sind nun auch die Kettenmolekiile des Agar 
und der anderen von Bank 
und Bungenberg unter- 
suchten kolloidalen Elek- - 
trolyte. Da es sich hierbei “7 
um Anionen handelt, die 
mit den Kationen des basi- 
schen Farbstoffes zusam- 
mentreffen, so sind die Be- 
dingungen der Austausch- 
oder Elektroadsorption ge- 
geben (vgl. Kinzel 1955): 
Die von den kolloidalen 
Sauren abdissoziierten H- 
lonen, die aus elektrosta- 
tischen Griinden die Nihe 
der schwer beweglichen 
Anionen nicht verlassen 
kénnen, werden gegen die : PD Sree aren a Sere Serene ay Oar ey foe 
Farbstoffkationen ausge- 700 650 ead ad ead => 
tauscht. So werden die Abb. 4. Extinktionskurven fiir Brillantkresylblau. 
Farbkationen an der Ober- 1: 400.000 in HO. @ 1: 400.000 in n-NaOH, 
flache der Kolloidteilchen ao 1:100 in H,O, a 1:10 in H,O. 
angereichert. Es kommt zu 

einer sehr hohen lokalen Farbstoffkonzentration an der 
Oberflache der Kolloidteilchen bei gleichbleibender Durchschnittskonzen- 
tration des Farbstoffes in der Gesamtlésung. Diese lokale Konzentrations- 
erhéhung hat nun die gleiche Wirkung wie eine Erhéhung der Gesamt- 
konzentration des Farbstoffes: Die adsorbierten Farbionen gehen unter- 
einander die erwaihnte Assoziation ein und verandern dabei ihre Eigen- 
farbe. Es ist dies der gleiche Vorgang, der auch bei der Adsorption von 
basischen Farbstoffen an mikroskopisch sichtbaren, negativ geladenen Teil- 
chen, z. B. an pektinhaltigen Zellwanden, ablauft. 
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Mit diesen Vorstellungen lassen sich auch die schénen Ergebnisse von 
Bank und Bungenbersg iiber die Veranderung der Metachromasie durch 
zugefiigte Salze erklaren: Die durch chromotrope Substanzen nach Violett 
verfarbte Toluidinblaulésung wurde wieder orthochromatisch, wenn mehr 
oder weniger groe Mengen von Neutralsalzen hinzugefiigt wurden. Es 
ist dies offenbar der gleiche Vorgang, wie bei der Behandlung gefarbter 
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Zellwainde mit Neutralsalzen auftritt: Die Farbkationen werden durch die 
Kationen des Salzes aus ihrer Bindung verdringt. Bei den gefarbten Zell- 
wanden lat sich der Vorgang als Entfarbung unter dem Mikroskop be- 
obachten. Im Falle einer durch eine chromotrope Substanz verfarbten Lé- 
sung sind die Kolloidteilchen, an denen der Farbstoff adsorbiert ist, nicht 
sichtbar. Der Vorgang der Adsorptionsverdrangung wird also hier nur an 
der Riickkehr des orthochromatischen Farbtones sichtbar. Eine gleiche Wir- 


kung wie Salzzusatz hat aus naheliegenden Griinden Temperaturerhéhung. 


Der niachste Farbstoff, den ich untersuchte, war Brillantkresylblau. 
Abb. 4 enthalt die Extinktionskurven fiir eine verdiinnte wisserige, eine 
verdiinnte alkalische Lésung und zwei konzentrierte Lésungen®. Es zeigt sich 


wiederum, wie bei 

og | Neutralrot, daB die 
konzentrierte Farb- 
0 stofflésung, die hier 
violett gefarbt ist, 

ein Absorptionsma- 

ximum besitzt, das 

zwischen den Ma- 

xima der (blauen) 

verdiinnten Lésung 

und der(weinroten) 

alkalischen Lésung 

. liegt. Untersucht 
700 650 ee pee eee man eine durch 
Abb. 5. Extinktionskurven fiir Brillantkresylblau. Agar metachroma- 
A 1:10.000 in 1% Agar, © 1: 10.000, mit NaOH ver- tisch (violett) ver- 
setzt bis zur visuellen Farbgleichheit mit der Agar- firbte Brillantkre- 
Lisung. sylblaulésung.dann 

erhalt manauchhier 

wieder ein Maximum an der gleichen Stelle wie bei der konzentrierten Lésung 
(Abb. 5). SchlieBlich wurde noch eine verdiinnte Lésung von Brillantkresyl- 
blau so lange mit NaOH versetzt, bis sie visuell farbgleich mit der durch 
Agar metachromatisch verfarbiten Lésung war (15cm?n/i0 NaOH auf 
100 cm? aufgefiillt). Diese Lésung zeigt ein gegeniiber der metachromati- 
schen Lésung durchaus anderes Absorptionsspektrum. Es ist kein Maxi- 
mum um 570mu (wie bei der metachromatischen Lésung) zu sehen, son- 
dern an dieser Stelle sogar eine Einbuchtung der Kurve. Wohl aber sind 
die beiden Maxima der monomeren Kationen und der Farbbase ange- 
deutet (Abb. 5). Auch hier lassen also die Versuchsergebnisse darauf schlie- 
Ren, da die metachromatische Form des Farbstoffes von der Farbbase ver- 





CE St Ser 





3’ Die Angabe .Konzentration 1:10“ bedeutet nur, daf der Farbstoff mit einer 
entsprechenden Menge Wasser geschiitielt wurde. Ein allfaliiger Bodensatz von 
Ungeléstem war wegen der Farbtiefe der Lésung nicht zu sehen. Es handelt sich 
also méglicherweise um eine weniger als zehnprozentige, aber dann jedenfalls ge- 
sattigte Lésung. 
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schieden ist und nur fiir das unbewaffnete Auge in seiner Eigenfarbe 
einigermafen mit ihr iibereinstimmt. 


Ganz entsprechend liegen die Verhialtnisse auch bei Nilblausulfat 
(Abb. 6). Das Nilblau hat aber einige Eigenarten, so ist z. B. das Absorp- 
tionsmaximum der Farbbase besonders weit von dem der monomeren Ka- 
tionen entfernt und auch vom Maximum der assoziierten Kationen (kon- 
zentrierte Liésung) weiter als bei den anderen Farbstoffen. Dagegen tritt 
bei Nilblau der metachromatische Effekt fiir das unbewaffnete Auge nur 
ganz schwach hervor, eine Tatsache, die den Vitalfarbern von den Far- 
bungserscheinungen der Zellwand und der Vakuole her durchaus bekannt 
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Abb. 6. Extinktionskurven fiir Nilblausulfat. O 1 : 400.000 in H,O, © 1 : 400.000 
pH 9,6, @ 1: 400.000 in n/10 NaOH, © 1:10 in H,O. 


ist (vgl. H6fler und Diskus 1957). Die konzentrierte Lésung ist nicht 
violett, sondern ziemlich rein blau, die Absorptionskurve zeigt aber so starke 
und merkwiirdige Veranderungen, daf an einem veranderten Zustand der 
Farbionen nicht gezweifelt werden kann. Macht man eine verdiinnte Nil- 
blaulésung alkalisch, dann geht der Farbton von Blau iiber Violett nach 
Orange, so daft er hier eine besonders starke Verschiedenheit gegeniiber dem 
metachromatischen Farbton zeigt. In Abb. 7 sind wiederum die Absorp- 
tionskurve der durch Agar metachromatischen Lésung und einer durch Zu- 
satz von Lauge farbgleichen Liésung (pH 9,6) einander gegeniibergestellt. 
Die alkalische Lésung zeigt noch deutlich das Absorptionsmaximum der 
Kationen (die Halbwertstufe diirfte hier noch nicht erreicht sein), wahrend 
die durch Agar verfarbte Lésung eine deutliche Ahnlichkeit mit der kon- 
zentrierten Lésung (Abb. 6) aufweist. 

Ein prinzipell gleiches, aber in Einzelheiten wiederum verschiedenes 
Verhalten zeigt Toluidinblau: Hier sind die metachromatischen Erscheinun- 
gen besonders stark. Eine konzentrierte Lésung ist tief violett gefarbt und 
auch ihre Absorptionskurve ist von derjenigen einer verdiinnten Lésung 
ganz besonders stark verschieden (Abb. 8). Infolgedessen ist aber ander- 
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seits das Absorptionsmaximum der metachromatischen Lésung dem Ab- 
sorptionsmaximum der Farbbase soweit genihert, dai eine Unterscheidung 
mit dem Pulfrich-Photometer nicht méglich ist. Ungliicklicherweise ist nun 
gerade dieser Farbstoff am 
meisten zur Untersuchung 
der Metachromasie verwen- 
det worden (Bank und 
Bungenberg 1939, Spek 
1940). So erkliirt es sich wohl, 
da® Spek zu der Meinung 
kommen konnte, die meta- 
chromatische Form des Farb- 
stoffes und die Farbbase 
seien miteinander verwandt 


Als ich im Anschluf an 
diese Ergebnisse daranging, 
ao Sane a a a 2 Ss einen fiir vertiefte weitere 
Abb. 7. Extinktionskurven fiir Nilblausulfat. Versuche geeigneten Farb- 
. 1 :400.000 in 0.5% Agar, @ 1: 400.000, mit  Stoff auszuwihlen, da schied 
NaOH versetzt bis zur visuellen Farbgleich- also zunachst das Toluidin- 
heit mit der Agar-Liésung (pH 9.6). blau aus, weil es eben kei- 
ne Unterscheidung zwischen 
der metachromatischen Modifikation und der Farbbase gestattet. Es schied 
aber auch das Nilblau aus, weil bei ihm die metachromatischen Erscheinungen 
allzuschwach ausgeprigt 
sind, was eine quanti- 
tative Untersuchung er- 
schwert. Beim Neutral- 
rot wiederum ist die gro- 
fe Empfindlichkeit ge- 
geniiber pH-Schwankun- 
gen im Neutralbereich. 
die kaum zu vermeiden 
sind, stérend. So bleibt 
das’ Brillantkresylblau 
iibrig, bei dem die me- 
tachromatischen Erschei- 
nungen fiir eine quanti- 7 ae ro net wr San ny 
tative Untersuchung hin- 
reichend stark sind (vgl. 
Abb. 18, S. 28) und das 
gegen geringfiigige pH- 
Schwankungen im Neutralbereich fast unempfindlich ist. Mit ihm wurde 
daher auch der gréBte Teil der weiteren Versuche durchgefiihrt. 
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Abb. 8. Extinktionskurven fiir Toluidinblau. 
1 : 200.000 in H,O, @ 1: 200.000 in n-NaOH, 
o 1:10 in HO. 


Diese weiteren Versuche hatten zunachst eine genaue Analyse der mit 
Agar erzielbaren metachromatischen Verfarbungen zum Gegenstand. Es 
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sollte vor allem untersucht werden, wie der Grad der metachromatischen 
Verfairbung von Veranderungen der Konzentrationen des Farbstoffes und 
der chromotropen Substanz (Agar) abhangt. Dazu war es zunichst not- 
wendig, nach einem quantitativen Maft fiir die metachromatische Verfar- 
bung zu suchen. Bank und Bungenberg (1939) bedienten sich eines 
ebenso einfachen wie wirkungsvollen Hilfsmittels: Sie stellten eine Reihe 
von Farblésungen her, die durch wechselnde Zusaitze von Gummi arabicum 
in verschiedenem Grade metachromatisch verfarbt waren, und beniitzten 
diese vom Blau nach Violett reichende Farbreihe dann als willkiirliche Skala. 
indem sie die zu untersuchende Lésung im Hellige-Komparator den verschie- 
denen Stufen der Standardreihe gegeniiberstellten. Ich wahlte zur zahlen- 
maRigen Festlegung des Grades der Metachromasie eine andere Méglich- 
keit, die mit Hilfe des Pulfrich-Photometers durchgefiihrt werden kann. 
W iame (1947 b) hatte bei seinen Untersuchungen an Metaphosphaten mit 
dem Spektralphotometer das Absorptionsmaximum einer orthochromati- 
schen Toluidinblaulésung zu 630 mu und dasjenige einer metachromatischen 
Lésung zu 530 my bestimmt. Er definierte dann den Grad der Metachro- 
masie einer gegebenen Liésung als den Quotienten aus den Extinktions- 
Es30 
E630 
ohne weiters auf das Pulfrich-Photometer iibertragbar, da dieses ja nicht 
bei jeder beliebigen Wellenlange, sondern nur an bestimmten Punkten der 
Wellenlangenskala Messungen gestattet. Ich stellte nun bei meinen Bril- 
lantkresylblau-Lésungen durch Vorversuche fest, da bei Zunahme der 
positiven Metachromasie hauptsiachlich die Absorption im Lichte des Filters 
S57 (um 570mu), daneben in geringerem Mafte im Lichte des Filters $53 
(um 530myu) zunimmt. Bei Riickkehr des orthochromatischen Farbtones 
wiachst dagegen die Lichtabsorption im Bereiche der Filter 561 (um 610 my) 
und 566 (um 660mu) — vgl. Abb. 4. 


Ich beniitzte dann als Mak fiir die Lichtabsorption der monomeren 
lonen die Summe der Extinktionswerte bei den Wellenlangen 610 und 
660 mu, als Maf fiir die Lichtabsorption der assoziierten Ionen die Summe 
der Extinktionswerte bei den Wellenlangen 530 und 570mu. Ich erhielt 
dann den gesuchten Metachromasiegrad ME nach folgender Formel, die 
natiirlich nur fiir Brillantkresylblau gilt: 


E530 + E570 
E10 + Esco 


werten bei diesen beiden Wellenlangen ( -). Diese Methode ist nicht 


ME = 


Es wurden nun die Metachromasiegrade verschieden konzentrierter Farb- 
stofflésungen in folgenden Medien ermittelt: Wasser, 0,01% Na-Agar. 
0.1% Na-Agar, 1% Na-Agar. Die Ergebnisse dieser Bestimmungen sind in 
Abb. 9 festgehalten. Das Diagramm lehrt, da die Metachromasiegrade in 
wasseriger Lésung zuerst langsam, dann etwas schneller und ziemlich gleich- 
mafig ansteigen, das heift also, daf die Polymerisation bei einem be- 
stimmten Konzentrationsbereich langsam einsetzt und dann stetig fort- 
schreitet. In 0.01% Agar ist der Kurvenverlauf ein ahnlicher mit dem einen 
Unterschied, daf bei niedrigen Farbstoffkonzentrationen hier die Meta- 
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chromasiegrade héher liegen als in Wasser. Es wird wohl eine gewisse 
Menge Farbstoff an das Agar adsorbiert und dadurch metachromatisch ver- 
firbt. Bei héheren Farbstoffkonzentrationen ist dann wahrscheinlich die 
Adsorptionsfahigkeit des Agar erschépft, die iiberschiissigen Farbionen 
sind frei in der wasserigen Lésung verteilt und verhalten sich dement- 
sprechend. Eine interessante Erscheinung zeigt die Kurve, die sich auf 
0.1% Agar bezieht: Sie geht namlich durch ein ausgepragtes Maximum. 
Dieses la&t sich vielleicht so deuten: Zunachst wird der Farbstoff nahezu 

i 

ME| 











! Bal 
7 


70-* 70-3 7077 


70-2 
% Fardstotf 


Abb. 9. Metachromasiegrade ME von Brillantkresylblau. in 1% Agar, @ in 
0.1% Agar, A in 0,01% Agar, 9 in H,O. 


volistindig an den Agar-Teilchen adsorbiert und eine Konzentrations- 
erhéhung des Farbstoffes ruft auch eine weitere Erhéhung der lokalen Kon- 
zentration in den adsorbierenden Grenzflachen hervor. Bei einer bestimmten 
Farbstoffkonzentration ist aber die Adsorptionskapazitaét des Agar er- 
schépft. Wird die Farbstoffkonzentration weiter erhéht, so wird der iiber- 
schiissige Farbstoff nicht mehr adsorbiert, sondern ist frei in Lésung. Nun 
liegen aber, wie das Diagramm zeigt, die Metachromasiegrade fiir Brillant- 
kresylblau in Wasser bei der betreffenden Konzentration weit unter den 
Werten fiir Brillantkresyiblau in 0,1% Agar. Es wird also das Vorhanden- 
sein von nicht adsorbiertem Farbstoff erniedrigend auf den Wert des Ge- 
samt-Metachromasiegrades wirken. — Die Metachromasiegrade fiir Brillant- 
kresylblau in 1% Agar streuen leider ziemlich stark, zeigen aber, wie die 
durchgezeichnete Gerade andeutet, eine gleichmafig steigende Terdenz. 
Hier wird wohl bis zu den héchsten untersuchten Konzentrationen der Farb- 
stoff praktisch vollstandig adsorbiert. Bemerkenswert ist dabei, da im An- 
fang der Kurve, also bei niedrigen Farbstoffkonzentrationen, die Meta- 
chromasiegrade fiir Brillantkresylblau in 1% Agar wesentlich tiefer liegen 
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als in 0,1% Agar. Es ist zu vermuten, da zuniachst die geringe Menge von 
Farbstoff-lonen an den reichlich vorhandenen Kolloidteilchen soviel Platz 
hat, dai es auch im adsorbierten Zustand zu keiner starken Polymerisation 
kommen muf. Wenn aber die gleiche Menge Farbstoff an eine geringere 
Zahl von Kolloidteilchen adsorbiert wird (0.1% Agar), dann ist der zur Ver- 
fiigung stehende Raum geringer und die Polymerisation findet statt. Bei 
héheren Farbstoffkonzentrationen gehen natiirlich die Werte fiir 1% Agar 
iiber die fiir 0.1% Agar hinaus. 


W101 


Noneentra 


Farbstotf 


07; 240000 


07400000 





05 f 
70-2 70-7 
%o Agar 





Abb. 10. Metachromasiegrade ME von Brillantkresylblau in Agar. 


Auch Abb. 10 ist in diesem Zusammenhang lehrreich. Sie gibt die Werte 
der Abb. 9 in veranderter Zusammenstellung wieder, so daf die Verande- 
rung des Metachromasiegrades einer bestimmten Farbstoffkonzentration 
durch verschiedene Mengen Agar verfolgt werden kann 4. Man erkennt, daft 
bis zu einer Farbstoffkonzentration von 1 : 40.000 in der Kurve ein Maxi- 
mum auftritt: Hier haben die Farbionen bei Erhéhung der Agarkonzen- 
tration auf 1% so viel Adsorptionsraum zur Verfiigung, da die Polymeri- 
sation geringer wird. Bei Farbstoffkonzentrationen iiber 1 : 20.000 war in 
0.1% Agar noch gar nicht aller Farbstoff adsorbiert, so daf es in 1% Agar 
zu einer vermehrten Adsorption und damit zu einer Erhéhung des Meta- 
chromasiegrades kommen kann. 

Die Tatsache, daf bei einer Konzentrationserhéhung der chromotropen 


4 Bei 1% Agar sind nicht die stark streuenden Originalwerte, sondern die auf 
der ausgezogenen Geraden der Abb. 9 liegenden Werte aufgenommen worden. 
Protoplasma, Bd. L/1 9 
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Substanz der Metachromasiegrad des Farbstoffes unter Umstainden wieder 
geringer werden kann, war schon Bank und Bungenberg (1939) be- 
kannt. Sie fiihrten diesen Versuch jedoch nur bei einer einzigen Farbstoff- 
konzentration durch und kamen daher zu einer anderen Deutung. Spater 
haben Koizumi und Mataga (1953) mit einem synthetischen Polyelektro- 
lyten analoge Versuche durchgefiihrt und sind zu einer Deutung ihrer Ergeb- 
nisse gekommen, die mit der oben wiedergegebenen Ansicht iibereinstimmt. 


B. Modellversuche zum Problem der negativen Metachromasie 


Es ist dem Vitalfarber gelaufig, da es nicht nur die eben behandelte 
Art der Metachromasie gibt. durch die z. B. Brillantkresylblau, Toluidinblau 
usw. nach Violett, Neutralrot nach Braunrot verfarbt werden, sondern auch 
einen entgegengesetzten Effekt. In bestimmten Fallen, vor allem bei den 
sogenannten ,,vollen Zellsiften*, verfarbi sich z. B. Brillantkresylblau nach 
Blaugriin, Neutralrot nach Rotviolett. also nach der (vom orthochromati- 
schen Tone® aus) anderen Seite des Spekirums. Lison und Mutsaars 
(1950) haben nun die erstere Art positive, die zweite Art negative Meta- 
chromasie genannt. Diese Bezeichnungen werden innerhalb der vorliegenden 


Arbeit beibehalten. 


Uber die Ursache der negativen Metachromasie ist aus der Literatur nicht 
sehr viel zu entnehmen. Die Vitalfarber wissen, daf in den Fallen, in denen 
es zur negativen Metachromasie kommt, also bei den vollen Zellsaften, der 
Farbsioff innerhalb des Zellsaftes in einer ziemlich festen chemischen Bin- 
dung vorliegen muff (vgl. Hofler und Schindler 1955). Was die 
Modellversuche betriffit, so war es die Arbeit von Bank und Bungen- 
herg (1939), die die ersten Spuren zutage brachte: Die Autoren fanden, da 
Nucleinsdéure, wenn sie in geringer Konzentration geboten wird, positive 
Metachromasie hervorruft, wenn sie in héherer Konzentration geboten wird, 
dagegen negative. Spater haben Lison und Mutsaars (1950) diese Wir- 
kung von Nucleinséure naher untersucht. Sie konnten die Ergebnisse der 
erstgenannten Autoren bestatigen, fanden eine entsprechende Verschiebung 
des Absorptionsspektrums und gelangten zu der Meinung, daft der Farbstoff 
im Falle der negativen Metachromasie in einer spezifischen Bindung an das 
Nucleinsaure-Molekiil vorliegen miisse. 

An dieser Stelle setzten meine eigenen Untersuchungen an. Ich stellte 
zuerst reines, Ca-freies und farbloses Natriumnucleinat auf folgende Weise 
(in Anlehnung an Bungenberg und Teunissen (1938) her. 

Ausgangsmaterial war nucleinsaures Natrium (Erg. B. 6) von Schuchardt. 7 g 
davon wurden in 60cm? Wasser gelést (bei etwa 80°) und 7g NaCl hinzugefiigt. 
Dann wurde mit 200 cm? Alkohol gefallt und durch ein Tuch abgepreftt. Der Vor- 
gang wurde zweimal wiederholt. Danach waren immer noch Spuren von Ca nach- 
zuweisen. Um diese zu beseitigen. wurde eine wasserige Liésung des Produktes mit 
iiberschiissigem Natriumoxalat eine Zeitlang stehen gelassen. filtriert. mit Aktiv- 


5 Als orthochromatischer Farbton ware fiir die hier betrachteten basischen 
Farbstoffe etwa jener zu definieren, den eine verdiinnte wasserige Lésung besitzt, 
welche einen solchen pH-Wert hat. daB darin die einfach geladenen. monomeren 
Farbionen iiberwiegen. 
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kohle erwirmt, mit Kieselgur geschiittelt und iiber eine Nutsche abgesaugt. So 
erhalt man die Lésung klar und fast farblos. Das Nucleinat wurde nun mit der 
dreifachen Menge Alkohol gefallt und abgesaugt. Das Produkt wurde in Wasser 
suspendiert, bis zur Lésung im Vakuum gekocht und wieder gefallt. Dann wurde 
mehrfach in Alkohol, schlieflich in Ather suspendiert, abgesaugt und getrocknet. 
Ausbeute 3,5 g rein weifes Pulver. 

Mit dem so hergestellten Praparat wurde nun zunichst ein orientierender 
Versuch gemacht. Es wurden wasserige Lésungen hergestellt, die 1%, 0.1% 
und 0.01% Nucleinat enthielten. Zu je 4cm dieser Lésungen sowie der 
gleichen Menge reinen Wassers wurde tropfenweise eine Brillantkresylblau- 
Lésung 1:1000 zugesetzt. Das Ergebnis des Versuches ist in folgender 
Tabelle festgehalten. 


Tab. 1. Farbténe von Brillantkresylblau-Lésungen in verschiedenen Konzentra- 
tionen von Natriumnucleinat, 





Farbstoff- | Nucleinat-Konzentration 
lésung in | a 
Tropfen | 1% 0,1% 0,01% O (H,O) 





blaugriin griinlichblau schwach violett-  blau 
blau 
stark blaugriin blaugriin blauviolett blau 
stark blaugriin blaugriin blauviolett blau 
blaugriin ziemlich violett blau 
rein blau 
griinlichblau blau mit blau blau 
leichtem Griin- (am nachsten 
| stich Tag violetter 
| Niederschlag) 


Die orthochromatische wasserige Liésung verfarbt sich also durch Zusatz 
von 0,01% Nucleinat nach der positiv metachromatischen Seite (nach 
violett), bei 0,1% Nucleinat ist schon der Umschlag zur negativen Meta- 
chromasie (blaugriin) eingetreten. Um die Verhiltnisse eingehender zu 
analysieren, versetzte ich Brillantkresylblau-Lésungen der Konzentration 
t : 40.000 mit verschiedenen Mengen von Nucleinat und stellte durch Unter- 
suchung im Pulfrich-Photometer den jeweiligen Metachromasiegrad fest. Es 
ergab sich die auf Abb. 11 dargestellte Kurve. Die gestrichelte Gerade gibt 
den ,,Metachromasiegrad“ einer reinen wasserigen Brillantkresylblau- 
Lésung der Konzentration 1: 40.000, also einer .orthochromatischen“ 
Lésung, wieder und stellt gewissermafen eine Nullinie dar, die den positiv 
metachromatischen vom negativ metachromatischen Bereich scheidet. Schon 
ein Zusatz von 10-°% Nucleinat setzt den Metachromasiegrad deutlich hin- 
auf und im Bereich von 10-2% Nucleinat erreicht die positive Metachromasie 
ihr Maximum ®&. Dann beginnt der Metachromasiegrad ziemlich rasch zu 


6 Beziiglich weiterer Angaben iiber die Grenzen, innerhalb deren bei Nuclein- 
siuren positive Metachromasie zu beobachten ist, sei auf die Arbeit von Weiss- 
mann und Mitarbeitern (1952) verwiesen. 





20 H. Kinzel 


fallen, iiberschreitet im Bereich von 10-15% die Orthochromasie-Linie und 
bei mehr als 10-'% Nucleinat hat die Lésung einen dem blaugriinen Farb- 
ton entsprechenden niedrigen Metachromasiewert. 


Es galt nun zu iiberlegen, welche besondere Struktur oder welche Grup- 








ed to? 
% Nucletng 


Abb. 11. Metachromasiegrade ME von Brillant- 
kresylblau 1:40.000 in Lésungen von _ ribo- 
nucleinsaurem Natrium. 


pierungen des Nucleinsiu- 
re-Molekiils fiir diesen me- 
tachromatischen Effekt ver- 
antwortlich seien. Betrach- 
tet man einen Ausschnitt aus 
einer Nucleinsaiure-Kette 
(Abb. 12), dann ist vielleicht 
das Auffallendste daran die 
regelmaRige |Wiederkehr 
der Phosphatgruppen. Sie 
bilden, in abwechselnder 
Bindung an Ribose, die ei- 
gentliche Kette des Makro- 
molekiils, wihrend die Pu- 


rin- und Primidinbasen Seitengruppen bilden. Jeder Phosphatrest hat noch 
den Charakter einer einbasischen Saure, so daf also durch die gegenseitige 


Verkniipfung eine polyvalente, verhaltnis- 
mafig starke Siure entsteht. Da nun der 
bei der negativen Metachromasie auftretende 
Farbton auch durch starke Ansiuerung der 
Farblésung zu erhalten ist, also im letzteren 
Falle wohl den doppelt positiv geladenen 
Farbionen entspricht, so schien es aussichis- 
reich, zu untersuchen, ob nicht etwa durch 
die enge Aneinanderreihung von sauren 
Gruppen im Nucleinsdiuremolekiil ein daran 
adsorbiertes Farbstoffteilchen an zwei Stel- 
len seines Molekiils zu einer Protonenauf- 
aufnahme veranlaft werden kann. 


Ich wihlte daher weiteren Un- 
tersuchung eine Verbindung, die ebenfalls 
Phosphatgruppen in enger Aneinander- 
reihung besitzt, namlich das Phytin, das 
Ca-Mg-Salz der Phytinsiure (Abb. 13). 
Es stand mir ein Praparat der Gesellschaft 
fiir chemische Industrie Basel Ver- 
fiigung. Ich stellte Liésungen mit den Kon- 
zentrationen 1%, 0.1%, 0,01% und 0,001% 
her und versetzte je 10 cm* davon mit 
i—2 Tropfen Brillantkresylblau 1 : 1000. 


zur 


zur 


Abb. 12. Molekulares Skelett 
der Thymonucleinsiure (nach 
Haas 1955, S. 103). 


Das Ergebnis des Versuches ist in Tabelle 2 festgehalten. Wie man sieht, 
ergibt Phytin in héheren Konzentrationen eine positiv metachromatische 
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Fallung des Farbstoffes, nur in 0,01% eine ebensolche Verfarbung. 
0,001% hat keine Wirkung mehr. Bedenkt man, wie gering die Konzen- 
tration des Farbstoffes in diesen Lésungen ist (etwa 1 : 200.000), dann 
kommt man zu dem Schluf, daf& Phytin einer der starksten Erreger von 
positiver Metachromasie ist. Da Phytin als Inhaltsstoff von Pflanzenzellen 


bekannt ist, wird man sich dieses Verhalten zu basischen Farbstoffea 
merken miissen. 


| 
(OH); 


Abb. 13. Phytinsiure (nach Karrer 1950). 


Fiir das oben angeschnittene Problem aber, namlich fiir die Frage nach 
der Ursache der negativen Metachromasie bei Nucleinsaure, bietet dieser 
Versuch offensichilich keine Méglichkeit einer Lésung. Er macht es im 
Gegenteil sehr unwahrscheinlich, dai die negative Metachromasie dort mit 


Tab. 2. Farbténe von Brillantkresylblau-Lésungen bei Zusatz von verschiedenen 
Mengen Phytin. 





Farbstoff- Phytin-Konzentration 
lésung in | 
Tropfen | 


1% 0,1%, 0,01% 0,001 % 





violett violett violett blau 
Fallung Fallung 

violett violett violett blau 
Fallung Fallung Fallung 


den Phosphatgruppen zusammenhangt. Die sauren Gruppen der 
Nucleinsaure werden vielmehr, wie bei anderen Kolloiden, Ursache der in 
niedrigen Konzentrationen zu beobachtenden positiven Metachro- 


masie sein. Die Ursache fiir die negative Metachromasie mute anderswo 
gesucht werden. 
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Eine Méglichkeit zur Lésung des Problems bahnte sich von ganz anderer 
Seite an. Flasch (1955) hatte gefunden, da Coffein eine sehr bemerkens- 
werte Wirkung auf vitalgefarbte Zellen ausiibt: Leere Zellsifte verfarben 
sich und nehmen Farbténe an, die den vollen Zellséften zukommen. Diese 
Beobachtung war natiirlich fiir die Theorie der Metachromasie von grofter 
Bedeutung. Ich zog zunachst die Méglichkeit in Erwagung, daf der Farb- 
stoff durch das Coffein aus einer Bindung an kolloidale Zellsaftstoffe ver- 
dringt worden sein kénne, dann die Méglichkeit einer Depolymerisation, 
wie sie auch Lison und Mutsaars (1950) anfanglich fiir die Meta- 
chromasie von Nuclein- 
siiure angenommen hat- 
ten. Die Frage war na- 
tiirlich nur durch Mo- 
dellversuche zu _ kliren. 

Zuniichst untersuchte 
ich, welche Wirkung Cof- 
fein auf eine Brillant- 
kresylblau-Lésung hat, 
die durch Agar metachro- 
matisch verfarbt ist. Ich 
wihlke eine Brillantkre- 
sylblau-Lésung 1 : 40.000 
in 0,1% Agar. Die Farbe 
dieser Liésung ist schén 





ae 1 violett (Metachromasie- 





-2 wo’ ee . 
7 0” % Cottein ™ grad 1,65). Eine zweite 


Abb. 14. Metachromasiegrade ME von Brillant- Partie der Lésung wurde 
kresylblau. © 1 : 40.000 in 0.1% Agar + Coffein. in gleicher Weise berei- 
1:200 in H,O+Coffein, A 1:5000 in tet, aber auBerdem noch 
H,O + Coffein. 1% Coffein zugesetzt. Der 
Effekt war unerwartet 
stark. Die Farbe der Lésung war jetzt blaugriin (Metachromasiegrad 0,27). 
Der Vorsicht halber verglich ich noch die pH-Werte mit einer Glaselektrode 
und dem Lautenschlager-lonometer. Die positiv metachromatische Lésung 
hatte pH 5,38, die durch Coffeinzusatz negativ metachromatische pH 5,68. 
Die violette Lésung war also sogar ein klein wenig saurer als die blaugriine, 
so daf der Effekt auf keinen Fall durch eine Veranderung des pH-Wertes 
verursacht sein konnte. 

Dieser Effekt konnte noch als Adsorptionsverdrangung gedeutet werden. 
Bald aber bemerkte ich, daf Coffein auch imstande ist, den Farbton 
konzentrierter Farbstofflésungen entscheidend zu beeinflussen. Die in 
dieser Richtung durchgefiihrten Versuche sind in Abb. 14 zusammen- 
gestellt. Besonders auffallend ist die Wirkung bei der héchsten ange- 
wandien Brillantkresylblau-Konzentration (1: 200). Hier ist vor allem 
interessant, daf? der Metachromasiegrad bis zu einer bestimmten Coffein- 


konzentration unverindert bleibt, um bei weiterem Zuatz von Coffein steil 
abzufallen. 
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Nun war aufer Nucleinséiure noch ein zweiter Stoff gefunden, der 
negative Metachromasie auszulésen imstande war. Es lag nahe, nach weite- 
ren Substanzen mit dieser Eigenschaft zu suchen. So wurden Lésungen 
der verschiedensten organischen Substanzen mit Brillantkresylblau ver- 
setzt und auf eine Verfarbung nach Blaugriin untersucht. Die nachstehende 
Tabelle 3 bringt das Ergebnis. 


Tab. 3. Auslésung von negativer Metachromasie an Brillantkresylblau durch 
verschiedene organische Verbindungen. Brillantkresylblau-Konzentration 1 : 100.000. 
0 = orthochromatisch. —, ——, ——-— = verschieden stark metachromatisch. 


Thymol 0 Athylalkohol Phenol 
Cinchonin Glykokoll Harnstoff 
Resorcin -- Brenzkatechin Benzoesaure 
Glycerin verd. Tannin Salicylsdure 
Glycerin konz. Phloroglucin -- Saponin 


' 
Natiirlich lassen sich aus diesen wenig umfangreichen und fliichtigen 
Versuchen keine endgiiltigen Schliisse ziehen. Immerhin scheint aus ihnen 


ME 
a8 








i av 
0-2 707 
% Tannin 





Abb. 15. Metachromasiegrade von Brillantkresylblau 1 : 40.000 in Lésungen von 
Tannin, 


hervorzugehen, daf vor allem Verbindungen mit mehreren Hydroxyl- 
gruppen, besonders mit solchen von phenolischer Art, die negative Meta- 
chromasie auslésen kénnen. 


Eine der am starksten wirksamen Verbindungen, namlich das Tannin, 
wurde auch zu einigen quantitativen Versuchen verwendet. Wie in friiheren 
Versuchsreihen versetzte ich Brillantkresylblau-Lésungen mit verschiedenen 
Mengen von Tannin und stellte im Pulfrich-Photometer den jeweiligen 
Metachromasiegrad fest. Es ergab sich die in Abb. 15 dargestellte Kurve. 
Wieder zeigt die Kurve wie beim Coffein — bis zu einer bestimmten 
Konzentration Tannin einen ebenen Verlauf. Dann folgt ein steiler Abfall 
des Metachromasiegrades und schlieflich (was beim Coffein wegen dessen 
geringer Léslichkeit nicht beobachtet werden konnte) am Ende der Kurve 
wieder ein fast ebenes Stiick: Der Metachromasiegrad kann durch das an- 
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gewandte Agens nicht unter einem bestimmten Minimalwert herunterge- 
driickt werden. Es macht den Eindruck, als ob zwischen Farbstoff und 
Tannin eine echte chemische Reaktion stattfinde, die bei einer bestimmten 
Konzentration des zugesetzten Stoffes beginnt und dann zu Ende kommt, 
wenn der ganze Farbstoff in Form der betreffenden Verbindung vorliegt. 

Nun ist es nicht leicht, die Existenz einer solchen Verbindung exakt nach- 
zuweisen. Man kann zwar ohne Schwierigkeit die Festigkeit der Bindung 
eines Farbstoffes an ein festes Adsorbens untersuchen, auch die Bindung 
an kolloidale Substanzen ist nicht schwer nachzuweisen, wenn man z. B. 
den kolloidalen Stoff in eine Dialysiervorrichtung einfiihrt, die fiir den 
Farbstoff durchlassig ist. Dann wird namlich der Farbstoff. wenn er von 
dem kolloidalen Stoff gebunden wird, im Innenraum der Dialysiervorrich- 
tung angereichert werden. Wenn es sich aber darum handelt, die Bindung 
eines Farbstoffes an einen kleinmolekularen Stoff zu untersuchen, dann ist 
eine solche Vorrichtung nicht verwendbar. Sowohl der Farbstoff als auch der 
zu untersuchende Stoff kénnen ja dann unabhiangig diffundieren und es 
bleibt ungewif, ob sich die beiden getrennt oder verbunden bewegen. Eine 
andere Moéglichkeit besteht darin, die Verhaltnisse in der lebenden Zelle 
nachzuahmen. Eine in der Vitalfarbungstechnik haufig angewandte Probe 
darauf, ob ein basischer Farbstoff im Zellsaft in gebundener oder freier 
Form vorliegt, besteht darin, die Zelle mit einer schwachen Ammoniak- 
lésung zu behandeln (H6fler 1947). 

Amoniak dringt namlich leicht durch das Plasma hindurch und macht den 
Zellsaft schwach alkalisch. Liegt der Farbstoff in Form von freien Jonen 
vor, dann bildet er in diesem Falle Farbbase, die infolge ihrer Lipoidléslich- 
keit durch das lebende Plasma hindurchdiffundiert, wodurch die Zelle ziem- 
lich rasch entfarbt wird. Ist der Farbstoff im Zellsaft chemisch gebunden, 
dann lat sich die Zelle nicht durch Ammoniak entfarben, weil in diesem 
Falle keine Farbbase gebildet wird. Will man diese Verhaltnisse in vitro 
nachahmen, dann muff man eine Lésung, die den Farbstoff méglicherweise 
in gebundener Form enthalt, alkalisch machen und mit einem Lipoidlésungs- 
mittel ausschiitteln. Aus dem Ausmaf, in welchem der Farbstoff in das 
Lipoidlésungsmittel eindringt, lat sich auf die Bindungsfestigkeit in der 
wisserigen Phase schliefen. Zu beriicksichtigen ist dabei jedoch, da eine 
Bindung des Farbstoffes nur an solche Stoffe untersucht werden kann, die 
nicht selbst lipoidléslich sind, wie z. B. Coffein, das samt den Farbstoff in 
das Lipoidlésungsmittel gehen und so Tauschungen hervorrufen kénnte. 
Ich wahlte fiir einen entsprechenden Versuch daher dasTannin. Als Farbstoff 
erschien Brillantkresylblau hier weniger empfehlenswert, da man bei ihm 
erst in recht stark alkalischer Lésung die lipoidlésliche Farbbase erhilt. 
Das Neutralrot mit seinem Umschlagspunkt im Neutralbereich erschien hier 
vorteilhafter. 

Zunachst wurde eine 3%ige Tanninlésung mit NaOH auf pH7 einge- 
stellt (Glaselektrode!). Sodann wurden zwei Reihen von Eprouvetien mit je 
10 cm? m/15 Phosphatpufferlésung von verschiedenen pH-Werten beschickt. 
Nun kamen in eine Reihe je 4 Tropfen Neutralrot 1 : 1000, in die zweite 
Reihe je 4 Tropfen Neutralrot 1: 1000 und 1 cm? der oben beschriebenen 
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Tanninlésung. SchlieBlich wurden iiberall 10cm? Benzol zugesetzt und 
1 Minute geschiittelt. Das tanninhaliige System. schaumte leider sehr stark. 
so daf eine Abschatzung der Farbe der Benzolphase erst am nachsten Tage 
moglich war (Tab. 4). 

Dieser Versuch stimmt nun in allen Einzelheiten mit dem iiberein, was 
uns die vollen Zellsafte zeigen: Der Farbton ist violettrot und wird durch 
schwach alkalische Reaktion nicht geandert, ebensowenig lat sich aus der 
schwach alkalischen Lésung Farbbase ausschiitteln. Erst in pH-Bereichen. 


Tab. 4. Bindungsfestigkeit von Neutralrot an Tannin. 





Farbton der wasserigen Phase | Farbtiefe der Benzolphase 
vor dem Ausschiitteln nach dem Ausschiitteln 


ohne Tannin mit Tannin |ohne Tannin | mit Tannin 





4,8 kirschrot | violettrot, leicht getribt a 
6,4 | scharlachrot | violettrot, leicht getriibt | ++ 
6,8 | rotorange violettrot, leicht getriibt ++ 
re oe rotorange violettrot, leicht getriibt | op 
7,5 orange | violettrot, leicht getriibt ++ 
8,3 | gelborange kirschrot ++ = 
9,8 | gelb, getriibt | kirschrot ae + 


in denen in der reinen Neutralrotlésung die Farbbase schon langst quanti- 
tativ ins Benzol geht, beginnt auch in der tanninhaltigen Lésung die Bil- 
dung von Farbbase. Daraus ist zu schlieRen, da die negative Metachromasie 
bei Tannin tatsachlich das Zustandekommen einer Bindung des Farbstoffes 
anzeigt. Es ist damit natiirlich nicht bewiesen, aber doch einigermafen 
wahrscheinlich gemacht, daf die gleichartige Verfarbung bei den anderen 
untersuchten Phenolen und auch bei Coffein durch eine ahnliche Verbindung 
des Farbstoffes hervorgerufen wird. 


C. Mikrospektroskopische Versuche 


Als letzter Teil der Versuche waren spektroskopische Betrachtungen an 
vitalgefarbten Zellen vorgesehen. Da aber bei solchen Untersuchungen 
eventuelle Verunreinigungen des Farbstoffes sehr siérend sein kénnen, so 
widmete ich zunichst einige Vorstudien der Reinheit des verwendeten Farb- 
stoffes. Drawert und Metzner (1955) hatten fiir Brillantkresylblau 
bereits einige wesentliche Angaben gemacht. Nach ihren Versuchen enthalt 
das kaufliche Brillantkresylblau fast immer auch Nilblau und Nilrot. Ich 
untersuchte das von mir verwendete Praparat (Brillantkresylblau Chroma“ 
—Griibler) mit der von Drawert angegebenen papierchromatographi- 
schen Methode, jedoch in der Modifikation der hier sehr praktischen Rund- 
filtertechnik (vgl. Linskens 1955) und konnte die Drawertschen Be- 
funde vollkommen bestitigen. Ich stellte dann eine kleinere Menge reines, 
von den Begleitfarbstoffen befreites Brillantkresylblau nach der folgenden, 
in Anlehnung an die Angaben Drawerts ausgearbeiteten Methode dar. 
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Eine Brillantkresylblau-Lisung 1 : 1000 wurde mit NaOH bis zum Farbumschlag 
versetzt und mit Trichlorathylen ausgeschiittelt. Sodann wurden 6 Teile der ab- 
getrennten Trichloraithylen-Phase mit 4 Teilen Aceton versetzt und zur Chromato- 
graphierung bereitgestellt. Die Saéule wurde aus Al,O, (Alum. oxydat. puriss. 
anhydr. der Heilmittelwerke Wien) hergestellt, das zuvor mehrere Stunden lang 
bei 150° getrocknet worden war. Nun wurde die oben beschriebene Farbstofflésung 
auf die mit Trichloraéthylen-Aceton (6:4) befeuchtete Saule aufgegossen, durch- 
gesaugt und das Chromatogramm mit dem genannten Lésungsmittelgemisch ent- 
wickelt. Es lief zunachst eine schén kirschrot gefarbte Liésung (Nilrot) durch und 
am Adsorbens war eine breite blaue Zone zu sehen. Diese schied sich nach 
langerem Entwickeln in eine hellblaue, sehr breite Zone, deren Rand Jangsam 
nach unten wanderte (Nilblau), und eine schmale, dunkelviolette Zone im obersten 
Teil der Saule (Brillantkresylblau). Nach mehrmaligem AufgieRen des Lésungs- 
mittelgemisches wurde die Séiule im CO,-Strom getrocknet und ausgestofen. Die 
oberste dunkelviolette Zone wurde abgetrennt und mit Wasser eluiert. Es ergab 
sich eine dunkelblaue Lésung, die nach papierchromatographischer Priifung nur 
mehr einen Farbstoff enthielt. 

Zur Bestimmung der Konzentration verglich ich sie mit gewéhnlichen Bril- 
lantkresylblau-Lésungen bekannter Konzentration im Pulfrich-Photometer. Zur 
Charakierisierung der Konzentration der reinen Farblésungen wurde dann so vor- 
gegangen, daf die Konzentration einer gewoéhnlichen Brillantkresylblau-Lésung 
gleicher Farbtiefe in Anfiihrungszeichen gesetzt wurde, also z. B. ,,1 : 100.000“. 

Zunachst suchte ich mich nun iiber das spektroskopische Bild verschie- 
denartiger Lésungen des Farbstoffes in vitro zu informieren. Ich arbeitete 
zu diesem Zwecke mit einem Taschenspektroskop der Firma Reichert, das 
in den Strahlengang des Pulfrich-Photometers montiert wurde. So konnte 
der Kiivettensatz des Photometers verwendet werden. 


Eine Brillantkresylblau-Lésung ..1 : 750.000“, in 5cm dicker Schicht be- 
trachiet, zeigt eine scharfe Absorptionsbande zwischen 620 und 630 my 
(M-Bande7). Schon bei der Konzentration ,,1 : 150.000“ (1 cm Schichtdicke) 
beginnt jedoch die Bande der assoziierten Ionen (D-Bande) im Bereich von 
585 mu hervorzutreten. Eine Lésung ,.1 : 45.000“ (1 cm Schichtdicke), zeigt 
beide Banden schénstens nebeneinander: Die M-Bande zwischen 620 und 
630 mu und die D-Bande zwischen 580 und 590 mu. Eine Lésung ,,1 : 4500", 
in 1 mm dicker Schicht betrachtet, weist nur noch die D-Bande auf. Sie ist 
jetzt etwas verbreitert, und zwar nur nach der kurzwelligen Seite hin: Auf 
einen scharfen Anstieg der Absorption bei 595 my folgt ein flacher Abfall 
bis in die Gegend von 560 mu. Noch weniger scharf ist die Bande in einer 
Farblésung 1 : 1000 (gewohnliches Brillantkresylblau, kapillare Schicht): Sie 
reicht jetzt von 590 bis 545 my. Es tritt also, wie schon Spek (1940) fest- 
gestellt hat, bei héheren Konzentrationen eine Veranderung der urspriing- 
lich ziemlich scharfen D-Bande ein: Sie verbreitert sich in der Richtung nach 
dem kurzwelligen Bereich des Spektrums. Diese Verbreiterung kann bei 
héchsten Konzentrationen so stark werden, dafi die D-Bande spektrosko- 


7 Zur Bezeichnung der Absorptionsbanden verwende ich die Terminologie von 
Rabinowitch und Epstein (1941). Sie nennen die den monomeren Farb- 
kationen zugehérige Absorptionsbande M-Bande, die den assoziierten (,,dimeren*) 
Kationen zugehérige D-Bande. 
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pisch nicht mehr eindeutig von der Bande der Farbbase zu unterscheiden ist. 
Betrachtet man eine Brillantkresylblau-Lésung ,,1 : 300.000* in 1 n NaOH in 
3em dicker Schicht, dann erscheint im Spektroskop eine sehr breite, ver- 
waschene Bande, die etwa von 575 bis 500 my reicht. Eine recht ahnlich aus- 
sehende, aber sicherlich nicht durch Farbbase verursachte Bande kann man 
z. B. an Zellwianden erhalten, die den Farbstoff extrem stark gespeichert 
haben (vgl. Versuch 1 a, siehe unten). 

SchlieBlich betrachtete ich noch negativ metachromatische Lésungen im 
Spektroskop. Versetzt man eine Brillantkresylblaulésung: ,,1 : 150.000“ mit 
einer geringen Menge Tannin und betrachtet die Lésung in der 2 cm-Kiivette, 
dann erscheint die M-Bande deutlich zum langerwelligen Bereich des Spek- 
trums verschoben und etwas verbreitert. Sie liegt nun zwischen 623 und 
640my. Eine Brillantkresylblaulésung ,1 : 150.000" in 1% Tannin zeigt 
eine ahnliche Bande zwischen 620 und 650 my (vgl. Lison und Mutsaars 
1950). Diese neue oder veranderte Bande sei. weil sie eine Verbindung des 
Farbstoffes anzeigt, vorlaufig V-Bande genannt. 


Die eigentlichen mikrospektroskopischen Untersuchungen an vitalgefarb- 
ten Zellen fiihrte ich mit Hilfe des Pupillenspektroskopes von Zeiss- Winkel 
durch. Dieses Instrument besteht aus einem Okular mit eingebauter Iris- 
blende, auf das ein besonders angepaftes Spektroskop aufgesetzt werden 
kann. Ich arbeitete stets mit kiinstlicher Beleuchtung durch eine mattierte 
Gliihlampe. Die gewiinschte Zelle wurde bei starker Vergréferung (zumeist 
Objektiv 60X) in die Mitte des Gesichtsfeldes gebracht und sodann eine 
geeignete, gleichmafig gefarbte Partie der Vakuole mit der Okular-Iris- 
blende ausgeblendet. Nach weitgehendem Offnen der Kondensor-Irisblende 
waren dann im aufgesetzten Spektroskop die Absorptionsbanden des Farb- 
stoffes in befriedigender Weise sichtbar. Die Farbung der Schnitte erfolgte 
in Brillantkresylblau-Lésungen der Konzentrationen 1 : 10.000 bis 1 : 15.000, 
die auf alkalische Reaktion (zumeist pH 10,7) gepuffert waren (Phosphat- 
puffer). Die Farbezeit betrug im allgemeinen 10—30 Minuten, fallweise auch 
mehr. Es wurde bei diesen Versuchen iibrigens neben dem gereinigten auch 
gewohnliches Brillantkresylblau verwendet, da es sich ergeben hatte, daf 
die Absorptionsbanden durch die Begleitfarbstoffe nicht merklich verandert 
werden. 

Bei den meisten der untersuchten Objekie wurde aus Griinden, die 
spater noch zu erértern sein werden, eine mikrochemische Reaktion auf 
Flavone durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde der mit dem Sdhnitt be- 
schickte Objekttrager umgedreht und iiber den Hals einer Ammoniakflasche 
gehalten. Die flavonhaltigen Zellen farben sich dann mehr oder weniger 
intensiv gelb (vgl. Molisch 1923). 


Versuch 1. Arum maculatum, Stengelepidermis und -parenchym. 
a) nach 12 Minuten Farbung Zellwande am Rand stark rotviolett. Im 
Spektroskop breite Bande von 580 bis 500m, an einer anderen Stelle: 
Bande von 580 bis 505mu. Nach halbstiindigem Liegen im farb- 
losen Puffer haben einige Epidermiszellen den Farbstoff mit himmel- 
blauem Tone aufgenommen. Im Spektroskop schwache V-Bande (635 bis 
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650 mu). Eine andere, etwas stirker gefirbte Zelle (rein blau) zeigt eben- 
falls schwache Bande um 640 mu, daneben deutlich die D-Bande um 585 mu. 

b) In einem anderen Schnitt waren nach 23 Minuten langer Farbung 
einige Parenchymzellen schén violett. Im Spektroskop verbreiterte D-Bande 
zwischen 580 und 520, bei einer anderen Zelle zwischen 585 und 520 mu. In 
einer himmelblau gefarbten Epidermiszelle deutliche V-Bande und schwache 
D-Bande. 

c) An einem weiteren Schnitt wurde die Flavonreaktion durchgefiihrt. 
Positive Reaktion gaben nur die Spaltéffnungsnebenzellen. Als die Reak- 
tion an einem anderen Schnitt wiederholt wurde, farbten sich alle Epider- 
miszellen gelb. An den Parenchymzellen war der Ausfall der Reaktion 
wegen der reichlich vorhandenen Chloroplasten nicht erkennbar. 


Versuh 2. Polygonatum multiflorum, Aufenepide mis der 
Stengelscheide. 

Nach 19 Minuten langer Farbung in einigen Zellen diffuse violette Farb- 
speicherung. Im Spektroskop breite D-Bande (590—520 my). 

Ein anderer Schnitt wurde 37 Minuten lang in der Farblésung belassen. 
Vor allem in den Randzellen violette Diffusfarbung. Haufig Vakuolen- 
koniraktion. Viele Zellen nekrotisch. Eine intakte Zelle zeigte im Spektro- 
skop wieder breite D-Bande (590—515 muy). 

An einem weiteren Schnitt wurde die Flavonreaktion durchgefiihrt. Sie 
verlief negativ. Auch makroskopisch war an gréferen Gewebestiicken, die 
iiber NH, gehalten wurden, keine gelbe Verfarbung zu beobachten. 


Versuch 3. Orchis pallens. Epidermis vom unteren, farblosen Teil 
des Stengels. 


a) Ein Schnitt wurde mit Ammoniak behandelt. Eine Gelbfarbung konnie 
nicht beobachtet werden. 

b) Nach 16 Minuten langer Farbung sind die Zellsafte schwach himmel- 
blau, also doch wohl .leicht voll*. Schéne Plasmastrémung. Einige Zellen 
haben den Farbstoff besonders stark gespeichert. Sie erscheinen violett und 
sterben bald ab. 

c) Nach 44 Minuten langer Farbung herrscht in der Schnittmitte ein 
himmelblauer Ton vor, wahrend die Randzellen violette Vakuolen auf- 
weisen. Eine himmelblau gefarbte Zelle zeigt im Spekiroskop angedeutete 
V-Bande bei 640 my neben deutlicher D-Bande bei 585 mu. 

d) Ein weiterer Schnitt blieb 2 Stunden lang in der Farblésung. Die 
Zellen waren nun tiefblau, aber nicht violett. Trotzdem zeigte das Spektro- 
skop eine starke D-Bande (590—520 mu) neben einer angedeuteten Bande 
hei 640 mu. Diese schwache V-Bande geniigt offenbar, um den visuellen 
Farbton trotz hoher Farbstoffkonzentration nicht violett werden zu lassen. 
Eine andere Zelle mit ebenfalls rein blauem Farbton zeigte ein ahnliches 
Spektrum (Bande 590—530 mu, angedeutete Verdunkelung bei 640 my). 

e) Die Wiederholung der Flavonreaktion an einem weiieren Schnitt 
ergab nun (im Gegensatz zu a) ein deutlich positives Resultat. Ferner wur- 
den in der Folge einige Reaktionen angewandt, die zur Kennzeichnung 
von vollen Zellsiften iiblich sind (Héfler und Schindler 1955). So 
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Abb. 16. Palmellastadien eines Chlamydomonas sp. neben Spirogyra sp., gefarbt 
mit Brillantkresylblau. Gallerthiillen von Chlamydomonas positiv metachromatisch, 
Farbkriimel im Protoplasma von Spirogyra orthochromatisch. 


Abb. 17. Allium cepa, .Stufenschnitt* durch eine Zwiebelschuppe, gefarbt mit 
Neutralrot. Zellen der AuSenepidermis (linglich) negativ metachromatisch, Zellen 
des Mesophylls (rundlich) positiv metachromatisch. 


Abb. 18. Desgleichen mit Brillantkresylblau. 


Abb. 19. Desgleichen mit Akridinorange. Fluoreszenzbild. Die griine Fluoreszenz 

der Epidermiszellen entspricht einer negativ metachromatischen Fiarbung im Hell- 

feld, die rote Fluoreszenz der Mesophylizellen einer positiv metachromatischen 
Farbung (Mikrofarbphotographien von Dr. W. Url). 


Technische Daten der Aufnahmen: Abb. 16—18 (Hellfeld) auf Kodachrome-Kunst- 

licht-Emulsion. Abb. 19 (Fluoreszenz) auf Super-Anscochrome 21/10 DIN. 

(Reicheri-Fluoreszenzeinrichtung .Fluorex“ mit Hg-Héchstdruckbrenner, Belich- 
tungszeit 12 sec.) 
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wurde nun ein gleichartiger Schnitt 30 Minuten lang in einer Lésung von 
Rhodamin B (1 : 5000 in Leitungswasser) gefarbt. Danach hatte die Mehr- 
zahl aller lebenden Zellen den Farbstoff schwach, aber deutlich gespeichert. 
In den gefarbten Zellen war zumeist lebhafte Plasmastrémung zu erkennen. 


Versuch 4. Orchis pallens. Fiir diesen Versuch wurden Bliiten- 
blatter, und zwar die leicht gelblichen seitlichen Blatter des iuferen Peri- 
gonkreises, verwendet. 

a) Die Flavonreaktion fallt stark positiv aus (schon makroskopisch 
sichtbare intensive Gelbfarbung des Organs). 

b) Ein Perigonblatt blieb nach Infiltration 16 Minuten lang in der Farb- 
lésung. Der Farbstoff dringt wegen der dicken Kutikula nur sehr langsam 
vom Rande her vor. Zellwand violett. Randnahe Epidermiszellen stark 
negativ metachromatisch (blaugriin), Schnittmitte farblos, Mesophyllzellen 
orthochromatisch. Eine blaugriine Epidermiszelle zeigt im Spektroskop 
deutliche V-Bande (640), fast ebenso stark die D-Bande um 585 muy. 

c) Ein anderes Perigonblatt blieb 46 Minuten in der Farblésung. Die 
randnahen Epidermiszellen sind nun intensiv blaugriin. Das Spektroskop 
zeigt starke V-Bande (640) neben schwacher D-Bande (585). Auch bei starker 
Volumenverkleinerung der Vakuole infolge von Spontankontraktion bleibt 
der griinstichige Farbton erhalten. Zur weiteren Probe darauf, ob es sich 
hier um einen typischen vollen Zellsaft handelt, wurde dieses Perigonblatt 
3 Minuten lang in n/100 Ammoniak getaucht. Danach sind die gefarbten 
Randzellen nach wie vor blaugriin. Dariiber hinaus ist in einer breiten 
Zone der Epidermis (an den gefarbten Rand nach innen anschlieRend) die 
gelbe Flavonreaktion aufgetreten. 


d) Ein weiteres Perigonblatt wurde 35 Minuten lang in eine Lésung von 
Rhodamin B (1: 5000 in Leitungswasser) eingebracht. Wieder dringt der 
Farbstoff nur langsam vom Rande her vor. Die Zellwand ist ungefarbt, die 
Randzellen haben den Farbstoff diffus mit rosa Farbton gespeichert. Schnitt- 
mitte farblos. In den gefarbten Zellen lebhafte Plasmastrémung. 


Versuch 5. Allium cepa. 


Nur die Aufenepidermis der Zwiebelschuppen gibt intensive Flavonreak- 
tion, die Innenepidermis und das Mesophyll nicht. 


Versuch 6. Neottia nidus avis, Blattepidermis. 


Nach 15 Minuten langer Farbung ist in den schwach gefarbien Zellen 
der Farbion rein blau, bei starker gefarbten Zellen blauviolett. An einer 
schwach gefarbten Zelle zeigt das Spektroskop eine deutliche D-Bande 
neben einer schwacheren V-Bande. Eine extrem stark gefarbte Zelle (Farb- 
ton blauviolett) zeigt eine recht deutliche V-Bande (640 mu), die D-Bande 
bei 585 mw ist aber noch viel stairker, so daft sich der visuelle Farbton 
blauviolett ergibt. 


Ein anderer Schnitt wurde mit Ammoniak behandelt. Makroskopisch 
war keine gelbe Verfarbung zu sehen, mikroskopisch nur in einzelnen 
Zellen eine braunliche Verfarbung. 
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Versuh 7. Sparmannia africana, Blatistiel-Epidermis. 

Nach 31 Minuten langer Farbung zeigte sich, daB® die Zellsifte den 
Farbstoff nicht diffus speicherten. Er fiel vielmehr in orthochromatischen 
Kriimeln aus. Die Flavonreaktion verlief in den Epidermiszellen nicht sehr 
stark, aber doch deutlich positiv. 


Versuch 8. Cirsium arvense, untere Blatt-Epidermis. 

a) Mit Ammoniak entstand in den Epidermiszellen eine recht schwache, 
in den Schliefizellen gelegentlich eine siarkere Gelbfarbung. Bei einer 
Wiederholung der Reaktion erhielt ich in den Epidermiszellen durchwegs 
eine deutliche, wenn auch schwache Gelbfarbung, in den SchlieRzellen 
starkere. 

b) Nach 15 Minuten langer Farbung war folgendes Bild zu beobachten: 
Die Schliefzellen sind intensiv blaugriin, wobei der Farbstoff oft in Form 
von Entmischungstropfen enthalten ist. Die Epidermiszellen sind, wenn 
sie wenig Farbstoff aufgenommen haben, ziemlich rein blau (nur ganz leicht 
griinstichig), wenn sie mehr Farbstoff gespeichert haben, zunehmend violett. 
Von Anfang an zeigen sich kleine blaue Entmischungstropfen. Im Spektro- 
skop zeigte eine schwach (griinlichblau) gefarbte Zelle sowohl die D-Bande 
als auch die V-Bande ganz schwach. Eine stark (blauviolett) gefarbte Zelle 
lie eine starke D-Bande neben einer schwacheren V-Bande erkennen. An 
einer Schliefizelle endlich, die intensiv griinen Farbton aufwies, war neben 
einer deutlichen V-Bande eine schwache D-Bande zu beobachten. 

Allgemein ist dazu noch zu bemerken: Der qualitative Nachweis dafiir, 
dai die beiden Modifikationen des Farbstoffes (die Verbindung mit zell- 
eigenen Stoffen und die freien, assoziierten Ionen) nebeneinander in einem 
Zellsaft vorliegen, ist natiirlich nur auf spektroskopischem Wege mdglich. 
Das quantitative Verhalinis der beiden Modifikationen zueinander laft 
sich aber hier am visuellen Farbton scharfer abschatzen als an der Starke 
der Absorptionsbanden. 

c) Zum Vergleich wurde ein Parallelschnitt in einer Acridinorange- 
lésung 1: 10.000 pH10,7 15 Minuten lang gefarbt und im Fluoreszenz- 
mikroskop betrachtet. Die im Inneren des Schnittes gelegenen Epidermis- 
zellen, die weniger Farbstoff aufgenommen hatten, leuchieten strahlend 
griin, gegen den Schnittrand hin (starkere Farbspeicherung) waren alle 
Uberginge iiber Gelb nach Rot zu beobachten (.,.Wundrandphanomen“, 
vel. Héfler 1949b). Die Entmischungstropfen erschienen rot. 


Versuch 9. Nitella mucronata. 

Von dieser Alge stellte mir Herr Dr. Honse1!1§8 aus einer seiner Ver- 
suchsreihen liebenswiirdigerweise ein zentrifugiertes und mit Brillant- 
kresylblau gefarbtes Stammchen zur Verfiigung. Eine mittelstark gefarbie 
Zelle aus einem Seitensprof (visueller Farbton violett) zeigte im Spektral- 
okular eine stark verbreitete D-Bande von 605 bis 550 mu. An einer zweiten, 
ahnlich gefarbten Zelle war dasselbe zu beobachten. Eine weitere Zelle, die 
schwiacher (mehr blau als violett) gefarbt war, lie® im Spektroskop nur eine 
ganz schwache Verdunkelung um 590 my erkennen. 


§ Vel. Honsell 1957. 
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Diskussion der Ergebnisse 


Das Ziel der beschriebenen Experimente war es, die an verschiedenen 
Teilen der Pflanzenzelle, vornehmlich an der Vakuole und der Zellwand, bei 
Behandlung mit basischen Farbstoffen zu beobachtenden metachromatischen 
Farbungen cytochemisch auszuwerten. Wie weit ist dies gelungen? 


Die bei den ,leeren“ Zellséften und den nicht inkrustierten Zellwanden 
so hiufig vorkommende Anfarbung in positiv metachromatischem Tone (also 
violett bei Brillantkresylblau, ziegelrot bei Neutralrot usw.) diirfte nun 
weitgehend zu erkliren sein. Bei den leeren Zellsiften wird durch die 
Ionenfallenwirkung, bei den Zellwanden und Algengallerten durch Elektro- 
adsorption die Konzentraiion des Farbstoffes in dem betreffenden Zelltei! 
stark erhéht. Es tritt dann die gleiche Erscheinung auf, die auch an kon- 
zentrierten Farbstofflésungen in vitro zu beobachten ist: Durch Assoziation 
(..Polymerisation*) der Farbionen (Abb. 20) kommi es zu einer Verlagerung 
der Absorptionsbanden und damit zu einer Anderung der Eigenfarbe. 


Vergleicht man die in der Literatur vorliegenden Konzentrationsmes- 
sungen an vitalgefarbten Zellen mit den physikochemischen Daten der 
Farbstoffe, dann erkennt man eine gute Ubereinstimmung mit der vor- 
getragenen Anschauung. & 

So wird z. B. Akridin- Q-xK ? 

? 
orange nach den Messun- 
gen von Bartels (1954, 
Abb. 6) in Allium cepa- 
Innenepidermiszellen zu 
Konzentrationen 2.10—* 
bis 10—? mol/l gespeichert. 
Nach den Fluoreszenz- 4—- 
messungen von Zanker oF > 
(1952, Abb. 9) tritt bei Ms 
5.10-* mol/l das fiir die 
assoziierten lonen charak- 
teristische rote Fluoreszenzlicht schon stark hervor, bei 10-* mol/| iiber- 
wiegt es. Die rote Fluoreszenz der mit Akridinorange fluorochromierten 


Abb. 20. Akridinorange-Doppelion (nach Zanker 
1952, S. 254). 


H,C } NH,?* 
1 
| 


Neutralrot Nilblau 


leeren Zellsifte ist also verstandlich. Ebenso wird nach Bartels und 
Schwantes (1955, Abb. 5) das Thionin in den gleichen Zellen zu 
Konzentrationen von 10 bis 3.10-* gespeichert. Nach Absorptions- 
messungen in vitro, die die gleichen Autoren (Abb. 1) durchfiihrten, triti 
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die D-Bande von Thionin, die die metachromatische Farbung bedingt, 
in Konzentrationen iiber 2,5.10—4 mol/l stark hervor. Ahnlich liegen die 
Verhiltnisse beim Neutralrot: Nach Bartels und Schwantes (1957, 
Abb. 6) liegen die im Zellsaft der Allium-Zellen gemessenen Konzentrationen 
zwischen 4.10—4 und 3.10-?. Nach Abb. 3 der gleichen Arbeit iiberwiegen 
bei Konzentrationen iiber 2. 10-4 mol/| die dimeren Kationen. Also iiberall 
gute Ubereinstimmung. 


So la&t sich also die positive Metachromasie der leeren Zellsafie als 
reiner Konzentrationseffekt erklaren, der durch die Ionenfallenspeicherung 
allein zustande kommen kann. Dariiber hinaus gibt es zweifellos auch 
Zellsafte, die farbstoffspeichernde Kolloide enthalten. Dazu gehéren vor 
allem die sogenannien ,,festen Zellsaifte“ der Borraginaceen, die u.a. von 


é | | J 
WY YF 
Cc 
| 


H 
Brillantkresylblau Akridinorange 


Hofmeister (1940) und Kenda und Weber (1952) beschrieben wor- 
den sind. Hirtel (1953 b) gelang es, diese gallertigen Zellsifte vom Antho- 
kyan zu befreien und an den (allerdings durch die Vorbehandlung abge- 
téteten) Zellen Farbeversuche durchzufiihren. Er beobachtete nach Behand- 
lung mit Akridinorange rote Fluoreszenz, also die der positiven Meta- 
chromasie entsprechende Fluoreszenzfarbe. Adsorption von basischen Farb- 
stoffen an sauren Kolloiden fiihrt ja in der Regel ebenfalls zu positiver 
Metachromasie: Es tritt an der adsorbierenden Grenzflache eine lokale Kon- 
zentrationserhéhung ein, die zur Assoziation der Farbionen fiihrt. Wie weit 
solche farbspeichernden Kolloide, die von den dlteren Zellphysiologen gerne 
ganz allgemein als Ursache der Vakuolenfarbung bezeichnet wurden, auch 
in fliissigen Zellsiften verbreitet sind, ist nicht leicht zu sagen. Sowohl die 
Farbspeicherung als auch die positive Metachromasie lassen sich ja auch 
ohne Annahme von solchen erklairen. Immerhin scheint ein von Héfler 
(1947 b) beschriebener Versuch in die angedeutete Richtung zu weisen. Er 
bestimmte (l.c.S.605) mit Hilfe einer beziiglich ihrer pH-Werte fein ab- 
gestuften Reihe von Akridinorangelésungen die genaue Lage des Umschlags- 
punktes Membran-Vakuole. Er fand nun, daf schon die ersten im Zellsaft 
sichtbaren Spuren von Farbstoff rot fluoreszieren, wahrend doch in vitro 
eine verdiinnte Akridinorangelésung griin leuchtet. Vielleicht ist das Fehlen 
von griinen und gelben Ubergangsfarben hier so zu deuten, daft die ersten 
eindringenden Farbstoffionen von einem in geringer Menge anwesenden 
sauren Kohlehydrat (oder Phosphatid? vgl. K iis t e r 1956, S. 559) adsorbiert 
und damit zu roter Fluoreszenz gebracht werden. 
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Dariiber hinaus gibt es noch eine Reihe von weiteren Stoffen, die positive 
Metachromasie auszulésen vermégen und in Pflanzenzellsiften vorkommen 
kénnen: Es sind dies diejenigen Verbindungen, die in ihren Molekiilen eng 
aneinandergereihte Phosphatgruppen besitzen. Dazu gehoért z. B. das auf 
S. 20 behandelte Phytin, das in Samen vorkommt. Ferner gehéren hierher 
die polymeren Metaphosphate, die nach Wiame (1947 a) im Stoffwechsel 
der Hefe eine grofe Rolle spielen und mit dem altbekannten Volutin in 
Zusammenhang siehen diirften. 

Beziiglich der Gréfe der metachromatischen Effekte diirften wohl die 
Fluorochrome nicht zu schlagen sein. An Hellfeldfarbstoffen ware neben dem 
bekannten Toluidinblau das fast vergessene Kresylechtviolett (Héfler 
und Stiegler 1947, Stiegler 1950) als sehr stark metachromatischer 
Farbstoff zu nennen. Brillantkresylblau und Neutralrot sind mittelstark, 
Nilblau ist schwach metachromatisch. Ob die schwache Metachromasie von 
Nilblau darauf zuriickkgeht, da infolge von sterischer Hinderung (vgl. 
die Formel auf S. 31) eine Assoziation erschwert wird, oder ob trotz statt- 
findender Assoziation nur ein geringer Farbeffekt auftritt, miiBte erst durch 
physikochemische Untersuchungen klargestellt werden. Beziiglich weiterer 
Diachrome vgl. Wiesner (1951). 

In diesem Zusammenhang muf auch noch ausfiihrlich Stellung genom- 
men werden zu der von der Spekschen Schule her immer wieder vor- 
getragenen Ansicht, da man nur dann von echter Metachromasie sprechen 
kénne, wenn der Farbstoff mit der chromotropen Substanz eine Fallung 
bildet, wahrend die bei Diffusfarbungen beobachteten Farbeffekte im 
wesentlichen auf den pH-Werten der betreffenden Zellteile beruhen sollen 
(Spek 1940, Woohsmann 1956). 

Das Zustandekommen von Farbstoff-Assoziaten wird von S pek iiber- 
haupt geleugnet. Es ist hier nicht der Platz, die Assoziationstheorie aus- 
fiihrlich zu begriinden. Dies ist von berufener physikochemischer Seite her 
geschehen (vor allem von Scheibe 1948). Auch Forster (1951, S. 46) 
steht auf dem gleichen Standpunkt. Wenn so bedeutende Physikochemiker 
an der Assoziationstheorie festhalten, dann kann ein Zweifel von biologi- 
scher Seite her nur auf Grund von aufergewohnlich beweiskraftigen Ex- 
perimenten und einer ausfiihrlichen theoretischer Begriindung erhoben wer- 
den. Dies ist von Seiten Speks nicht erfolgt. Das immer wieder vorge- 
tragene Argument, daf die M-Bande nur die Bande des fluoreszenzerregen- 
den Lichtes sei, ist nicht stichhaltig. Wahrscheinlich fluoreszieren beim Tolui- 
dinblau eben nur die monomeren, nicht aber die dimeren Ionen, so wie dies 
von Rabinowitch und Epstein (1941) fiir Thionin angegeben wird. 

Nach Spek kommt es dadurch zur metachromatischen Farbverschiebung, 
daf der Farbstoff mit dem Chromotrop einen dehydratisierten Komplex bil- 
det, der als Fallung sichtbar wird. Er spricht daher von ,,Fallungsmeta- 
chromasie*. Nun ist es zunachst durchaus einleuchtend, daff das Chromotrop, 
dessen negative Ladung durch die Farbstoffadsorption zum grofen Teil 
kompensiert wird, als Folge davon einen mehr oder weniger grofen Teil 
seines Hydratationswassers verliert. Dieser Hydratationsverlust ist aber eben 
eine Folge der Anfarbung, nicht die Ursache des metachromatischen Farb- 

Protoplasma, Bd. L/1 3 
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tones, der ja stets sofort beim Zusammentreffen der beiden Komponenten. 
nicht erst bei dem (oft verzégerten) Ausfallen des Niederschlages erscheint. 
Bei meinen eigenen Versuchen konnte ich nur selien das Auftreten von 
Niederschligen beobachten, so gelegentlich bei Nukleinsiiure, haufig beim 
Phytin, das aber ein durchaus kleinmolekularer Stoff und darum nicht gut 
mit den anderen Chromotropen vergleichbar ist. Bei Agar sah ich niemals 
Fallungen, auch nicht bei gelegentlicher mikroskopischer Betrachtung. Was 
hier im submikroskopischen Bereich vorgehen kann, muff aufer Betracht 
bleiben, da bei der Definition der Diffusfarbung stets nur an den mikrosko- 
pischen Bereich gedacht ist. 

Besonders eindrucksvoll ist oft das Verhalten biologischer Objekte: Bei 
Anfarbung von Algengallerten (Abb. 16) tritt haufig eine Kontraktion der- 
selben ein (vgl. Kinzel 1953), also ein Hydrationsverlust, der etwa einer 
Fallung in vitro entspricht. Nun finden aber diese Kontraktionen oft gerade 
bei solchen Objekten statt. die sich nur in recht schwach metachromatischem 
Tone farben (wie z. B. Hyalotheca dissiliens), wahrend etwa die sehr stark 
metachromatischen Gallertstiele mancher Diatomeen bei der Anfarbung 
keinen auffalligen Volumenverlust erleiden, jedenfalls keinen starkeren 
als die schwach metachromatischen Objekte. Auch die Angabe von S p ek, 
daf Metachromasie nur bei Anwendung konzentrierter Farblésungen auf- 
tritt, trifft nicht zu. Jeder, der schon einmal gemischte Algenproben mit 
Farblésungen behandelt hat, weif, wie begierig gewisse Zellwandteile die 
basischen Farbstoffe an sich reiffen. Vor allem die erwahnien Gallertbil- 
dungen von Diatomeen sowie z. B. von Dictyosphaerium und gewissen Pro- 
tococcalen farben sich mit recht verdiinnten Farblésungen (z. T. noch ver- 
diinnteren als iiblicherweise zur Vitalfarbung verwendet) zum optimal 
metachromatischen Farbton. Es sei unbestritten, da bei den von S p e k und 
Mitarbeitern untersuchten Amoben erst in starken Farblésungen eine meta- 
chromatische Anfarbung unter Bildung von Dehydratationsprodukten statt- 
findet, aber eine allgemeine Voraussetzung fiir die Metachromasie sind diese 
Umstiande sicherlich nicht. Es ist also festzuhalten, daf es echte metachro- 
matische Effekte bei (mikroskopisch) voéllig diffuser Anfarbung gibt. 

Eine Beteiligung der Farbbase am Zustandekommen der Metachromasie 
kann heute durch die Verwendung von Fluorochromen mit Sicherheit aus- 
geschlossen werden. So fluoreszieren z. B. die assoziierten Ionen von Akri- 
dinorange rot, ebenso fluoreszieren mit Akridinorange gefarbte leere Zell- 
sifte (Strugger 1940, Hiéfler 1949), Zellinwande und Algengallerten 
(Kinzel 1955). Die Farbbase von Akridinorange fluoresziert bekanntlich 
grun. 

Es ist hingegen verdienstvoll, daf aus Speks Schule (Woohsmann 
1956) zuerst auf einen méglichen Zusammenhang der Metachromasie mit 
den sogenannten Einschlufverbindungen hingewiesen wurde. In der letzten 
Zeit ist ja bekannt geworden (vgl. Cramer 1954), da viele organischen 
Makromolekiile Hohlrdume enthalten, in die andere, kleinere Molekiile 
aufgenommen werden kénnen. In diesen Einschlu@hohlraumen herrscht nun 
ein ganz bestimmies ..Mikroklima“ an elektrischer Ladung u. dgl., durch das 
an den eingeschlossenen Molekiilen Veranderungen der Bindungs- und 
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Ladungsverhiltnisse eintreten kénnen. So sind die Farbanderungen von 
Farbstoffen in Lésungen solcher Makromolekiile, wie sie vielfach beobachtet 
wurden, durchaus einleuchtend. Es ware nun denkbar, daf auch einige 
Chromotrope solche Einschlu&hohlraume enthalten, die eine Verstarkung 
bzw. Modifikation der durch die lonenassoziation gegebenen Effekte her- 
vorrufen. Fiir den Fluoreszenzfarbstoff Akridinorange lie? sich wahrschein- 
lich machen, daf er in intermizellaren Spalten der Zellulose eingeklemmt 
werden kann (Kinzel 1955), hier allerdings ohne Veriainderung der 
Fluoreszenzfarbe. 


Die positiv metachromatische Anfirbung der Zellinwande (der nicht 
inkrustierten, nur aus Zellulose und Pektin bestehenden Zeilwande) und 
der Algen-Gallerten laiBt sich, wie schon erwahnt, auf Grund der Vorstel- 
lung einer Farbionen-Assoziation leicht verstehen: Bei der Elektroadsorp- 
tion an die negativ geladenen sauren Kohlehydrate dieser Zellteile tritt eine 
so starke lokale Konzentrationserhéhung des Farbstoffes ein, daf die positiv 
metachromatisch gefarbten Assoziate zustande kommen ®. Es gibt auf diesem 
Gebiet allerdings auch ein Problem, das noch nicht gelést ist: Aus einigen 
Arbeiten iiber die Farbstoffspeicherung in Algen-Gallerien (H 6fler und 
Schindler 1952, Kinze] 1953) ist bekannt, da® sich verschiedene Algen- 
arien beziiglich des Grades der an ihnen zu beobachtenden Metachromasie 
bedeutend unterscheiden. So ist z. B. die Gallerte von Hyalotheca dissiliens 
bei Anfarbung mit Methylenblau trotz kraftiger Farbspeicherung fast 
orthochromatisch (blau bis blauviolett). wahrend die Gallerthiillen anderer 
Organismen, vor allem der Diatomeen und gewisser Protococcalen, stark 
metachromatisch (rotviolett) erschienen, auch wenn sie nicht sehr viel Farb- 
stoff gespeichert hatten. Zwei Méglichkeiten gibt es, um diese Erscheinung 
zu deuten: Entweder sind die sauren Gruppen in den verschiedenen Gal- 
lerten qualitativ verschieden. So etwa kénnte es sich in einem Falle um 
COOH-Gruppen, im anderen Falle um SO,H-Gruppen handeln. Lison 
(1935) war ja urspriinglich der Meinung, daft die Schwefelsiureester von 
Kohlehydraten (wie z. B. Agar o. dgl.) die einzigen Erreger der positiven 
Metachromasie seien. Auch Bank und Bungenberg (1939) fanden, daft 
die Sulfatkolloide viel kraftigere Metachromasieerreger sind als die Car- 
boxylkolloide. So wiren wohl qualitative Unterschiede zwischen verschie- 
denen Gallertsubstanzen vorstellbar, obwohl Schwefelsaureesiter von Kohle- 
hydraten innerhalb des Pflanzenreiches nur bei Rhodophyceen, nicht bei 
Diatomeen nachgewiesen sind. Eine andere Méglichkeit zum Verstindnis der 
verschieden starken Metachromasien wiirde darin bestehen, daf man eine 
jeweils verschiedenartige Verteilung der sauren Gruppen annimmt. Es ware 
etwa denkbar, da® in bestimmten Makromolekiilen die sauren Gruppen 
eine derartige raumliche Lage zueinander haben, daft sie die Assoziation 
der an ihnen adsorbierten Farbionen erschweren. In anderen Fallen stehen 


9 Anmerkung bei der Korrektur: Hierzu ist jiingst eine neue Arbeit erschienen: 
W. Appel und V. Zanker: ..Uber die Bildung reversibler Assoziate des Acridin- 
orange — Metachromasie — durch Heparin.“ Ztschr. f. Naturf. 13b, 126 (1958). 
Die dort publizierten Beobachtungen und Folgerungen stimmen mit den hier vor- 
getragenen Ansichten bestens iiberein. 
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die sauren Gruppen vielleicht besonders eng benachbart, so daft sie die 
Assoziation der Farbionen férdern. Einige Beobachtungen weisen darauf 
hin, daR die Konzentration der sauren Gruppen (also ihre Anzahl je Volu- 
meneinheit des Kolloids) fiir das Auftreten von metachromatischen Erschei- 
nungen bedeutsam ist. So kann man z. B. an Rotalgen (Antithamnion) 
sehen, daft sich die diinnen Zellwande der lebenden Zellen metachromatisch 
farben, die gequollenen Zellwande der toten Zellen dagegen fast ortho- 
chromatisch (Kin ze] 1956). Hartel (1953) konnte an kontrahierten festen 
Zellsiften von Cerinthe noch bei extremen pH-Werten mit Akridinorange 
Rotfluoreszenz erhalien, wogegen die in weniger saurer Lésung befindlichen, 
nicht kontrahierten Gallertzellsafte nur griine Fluoreszenz gaben. die erst 
im Neutralbereich der roten Fluoreszenz der assoziierten lonen Platz machte. 

Es bleibt indessen auf diesem Gebiet noch eine Reihe von Fragen un- 
gelést. Vor allem ist zu hoffen, da die Makromolekiilchemiker sich des 
molekularen wid iibermolekularen Baues der gallert- und schleimbildenden 
Kohlehydrate annehmen werden, iiber den wir noch ganz unzureichend 
unterrichtet sind. Auch Kelly (1956) klagt an verschiedenen Stellen iiber 
diese Liicke in unseren Kenntnissen. Ferner wire es interessant, zu er- 
fahren, warum die SO,H-Gruppe zu so viel starkerer Metachromasie fiihrt 
als die COOH-Gruppe. Ist dies nur eine Wirkung der betreffenden Grup- 
pen selbst oder stehen etwa in den Sulfatkohlehydraten die sauren Grup- 
pen infolge einer spezifischhen Makromolekiilstruktur besonders eng be- 
nachbart? 

An dieser Stelle muf wohl auch auf die Ergebnisse der amerikani- 
schen Autoren eingegangen werden, die das Problem der Metachromasie — 
allerdings mehr vom medizinisch-histologischen Standpunkt aus — sehr 
eifrig bearbeitet haben und iiber deren Ergebnisse K e11 y (1956) berichtet. 
Ferner ist hier vor allem L. Michaelis zu nennen, der sich schon seit 
1903 mit der Metachromasie beschaftigt hat. Er hat (1947) eine Terminologie 
der in den Farbstofflésungen zu beobachtenden Absorptionsbanden ein- 
gefiihri, die hier zu erwahnen ist. Er nennt die Absorptionsbande, die in der 
verdiinnten wisserigen Farblisung auftritt, die a-Bande. Sie entspricht der 
M-Bande der innerhalb der vorliegenden Arbeit verwendeten Terminologie 
von Rabinowitch und Epstein (1941). Die in der konzentrierten 
Lésung auftretende Bande (D-Bande) nennt er f-Bande. Sie ist gegeniiber 
der a-Bande nach der Seite der kleineren Wellenlangen zu verschoben. Beim 
Hinzufiigen eines Chromotrops sieht er eine weitere, noch mehr nach der 
kurzwelligen Seite verschobene Bande, die er y-Bande nennt. Fir sie gibt 
es in der Terminologie von Rabinowitch und Epstein kein 
Synonym. An die Existenz dieser y-Bande haben sich lebhafie Diskus- 
sionen und umfangreiche Spekulationen iiber das Wesen der Metachromasie 
gekniipft (vgl. Kelly 1956, S. 46ff.). Von einigen Autoren (vgl. Kelly, 
S. 14) wurde auch in héchstkonzentrierten Farbstofflésungen eine y-Bande 
beobachtet, wodurch die Lage auf diesem Gebiet recht unsicher bleibt. Das 
letzte Wort ist hier sicher noch nicht gesprochen und die weitere Entwick- 
lung muff abgewartet werden. Es seien hier nur zwei Méglichkeiten in die 
Diskussion geworfen: Einerseits kénnte die f- (—D-) Bande den dimeren, 
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die y-Bande den héher polymeren Farbionen zugeordnet sein. Anderseits 
kénnie ein Zusammenhang mit den von Woohsmann (1956) zur Sprache 
gebrachten Einschlu&verbindungen bestehen. Die adsorbierten und assozi- 
ierten Ionen kénnten durch die in ihrer Umgebung (d. h. in den EinschluB- 
hohlriumen des Chromotrops) wirksamen elektrischen Felder weitere Ver- 
iinderungen erleiden, die zu einer veranderten Lichtabsorption fiihren. Eine 
solche Beteiligung von elektrischen Feldern am Zustandekommen der Meta- 
chromasie wird auch von den amerikanischen Autoren immer wieder in Be- 
iracht gezogen (vgl. Kelly, S.74ff.). 

So wire also folgendes Schema fiir das Zustandekommen der positiv 
metachromatischen Verfarbung in Betracht zu ziehen: Primir eine Ele k- 
troadsorption der Farbstoffkationen an die negativ geladenen Makro- 
molekiile des Chromotrops (in Lésung oder in festem Zustand). Sekundir 
— als eigentliche Ursache der Verfarbung — eine mehr oder weniger weii- 
gehende Assoziation der Farbionen, die durch die Adsorption eine be- 
deutende lokale Konzentrationserhéhung erfahren haben. Tertiar eventuell 
noch weitere Veranderungen an den Farbionen durch die ge- 
gebenenfalls in den EinschluRhohlraumen des Chromotrops wirksamen elek- 
trischen Felder. 

Die Frage nach der Ursache der negativen Metachromasie ist 
eng mit der Frage nach der Natur der vollen Zellsafte verkniipft, die diese 
Erscheinung in erster Linie zeigen. In der Literatur begegnet man an allen 
Stellen, die sich auf die Frage nach der Natur der vollen Zellsafte beziehen, 
einer grofen Unsicherheit. Man hat von einem besonderen Lipoidreichtum 
der betreffenden Zellsifte gesprochen, man hat freie Fettsduren und andere 
organische Sauren dafiir verantwortlich gemacht, man hat in vollen Zell- 
saften Gerbstoffe und Flavonglukoside nachgewiesen und sogar davon ge- 
sprochen, daft nicht ein bestimmter Stoff, sondern ein bestimmter plasmati- 
scher Zustand als die charakteristische Eigenschaft der vollen Zellsafte zu 
betrachten sei (vgl. Drawert 1940, 1956 und Hartel 1951, 1953a). 

Die in der vorliegenden Arbeit mitgeteilten mikrospektroskopischen Ver- 
suche zeigen mit aller Deutlichkeit, da® bei simtlichen untersuchten vollen 
Zellsiften eine gleichsinnige Veranderung des Farstoffes eintritt. Bei Far- 
bung mit Brillantkresylblau zeigt sich stets eine Absorptionsbande um 
640 my. Diese immer gleichartigen Veranderungen des Absorptionsverhal- 
tens miissen auf gleichartige Veranderungen an den Farbstoffmolekiilen 
zuriickgehen und Folgen von irgendwie gleichartigen Ursachen sein. Die 
Bedingungen, unter denen der Farbstoff im Zellsaft jeweils steht, miissen 
sich also bei den verschiedenen vollen Zellsaften in einem bestimmten 
Punkte gleichen. Es kann sein, daf stets ein bestimmter Stoff vorhanden 
ist, es kann aber auch sein, daf verschiedene volle Zellsaifte durch ver- 
schiedene Verbindungen charakterisiert werden, die aber dann eine be- 
stimmte chemische Eigenschaft gemeinsam haben miissen. 

Im Laufe der weiter oben (S. 23) beschriebenen Modellversuche war es ge- 
lungen, eine Anzahl von Verbindungen ausfindig zu machen, die negative 
Metachromasie auszulésen vermégen. Es sind dies aufer der schon be- 
kannten Nukleinsaure (in hoher Konzentration) noch Coffein, Tannin, Sapo- 
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nin, Resorcin, Brenzkatechin, Phloroglucin, Phenol und konzentriertes Gly- 
cerin. Vergleicht man die Formeln dieser Verbindungen, dann fallt das 
haufige Vorkommen von phenolischen Hydroxylgruppen auf. 
Glycerin hat alkoholische Hydroxylgruppen, Coffein hat allerdings keine 
Hydroxylgruppen, wohl aber zwei Ketogruppen. Nukleinsiure enthalt, wie 
die Formel auf S. 20 zeigt, Purin- und Pyrimidinbasen, die mit Coffein 
nahe verwandt sind. Die mit Saponin erhaltenen Ergebnisse lassen kaum 
Folgerungen zu, da weder Herkunft noch Reinheitsgrad des verwendeten 
Praparates bekannt sind. 


COOH 
| 


| 
HO. —0=€0 
OH 


Coffein m-Digallussiure (Baustein des Tannin) 


OH OH 


OH a, HO. /OH 
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Resorcin Brenzkatechin Phloroglucin 


OH CH,OH 
CHOH 
CH,OH 
Phenol Glycerin 


Die in Abb. 15 und Tab. 4 wiedergegebenen Versuche zeigen mit aller 
Deutlichkeit, da zumindest im Falle des Tannin zwischen dem Farbstoff 
und der ,negativ chromotropen“ Substanz eine wirkliche Verbindung ent- 
steht. Alle diese Beobachtungen sind in bester Ubereinstimmung mit der 
Angabe von Drawer t (1956, S. 277), daf eine Anreicherung von basischen 
Farbstoffen auf Grund chemischer Bindung besonders in solchen Zellsaften 
stattfindet, die Phenolabkémmlinge enthalien. 


Auf die Frage nach der Art dieser Verbindung kann hier nur ver- 
mutungsweise eingegangen werden. Nach Freudenberg (1932, 5.349) 
bilden Phenole mit Aminen und Amiden defimierte, z.T. schwer lésliche 
Additionsverbindungen. Da nun alle die bekannten basischen Vitalfarb- 
sioffe Aminogruppen in irgendeiner Form besitzen, so wire es wohl még- 
lich, daB sie mit Phenolen (vielleicht auch mit anderen OH-haltigen Ver- 
bindungen) in dieser Weise reagieren. Es kommen dann also keine Haupt- 
valenzbindungen, sondern Molekiilverbindungen, vielleicht iiber Wasser- 
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stoftbriicken, zustande. Wasserstoffbriicken waren ja zwischen den H-Atomen 
von Aminogruppen und den O-Atomen von Phenolgruppen durchaus denk- 
bar, ebenso auch zwischen Aminogruppen und Ketogruppen (wie z.B. des 
Coffein). Interessant ist, da® dabei ein Farbton entsteht, der dem des 
doppelt geladenen Kations (das meist in stark saurer Lésung entsteht) 
ihnlich ist. Sind etwa die Elektronenkonfigurationen bei der Molekiilver- 
bindung und beim zweifach geladenen Kation verwandt? Diese Fragen 
liegen freilich bereits auferhalb des Kompetenzbereiches des Biologen und 
waren nur durch eingehende physikochemische Untersuchungen zu lésen. 
Nachdem nun gewisse Vorsiellungen dariiber entwickelt worden sind, 
welche Stoffe negative Metachromasie verursachen k 6 n ne n, ergibt sich als 
nachstes die Frage, welche Stoffe sie in den vollen Zellsaften wohl tatsach- 
lich hervorrufen. Einige mikrochemische Angaben zu dieser Frage stammen 
von Hartel (1951, 1953 a). Er fand, daf saimtliche Zellen, die eine positive 
Reaktion mit p-Dimethylaminobenzaldehyd (vgl. Molisch 1923) geben, 
sich bei Fluorochromierung als voll erweisen. Die genannte Reaktion zeigt 
das Vorhandensein von Katechingerbstoffen (auch als ..Phloroglucotannoide* 
bezeichnet) an. In der zweitgenannten Arbeit konnte Harte] in den vol- 
len Zellsiften der Epidermis von Cirsium arvense unter gewissen Bedin- 
gungen die Bildung von Sphiriten beobachten, von denen er auf Grund 
ihrer Reaktionen annahm, dafi sie aus Flavonglucosiden bestehen. Er be- 
obachtete auch, daff wahrend des Entstehens dieser Gebilde die griine 
Fluoreszenz des Zellsafies ausblaft. Trotz dieser sehr deutlichen Hinweise 
konnte sich Hartel nicht zu der Annahme entschliefen, daf die spharit- 
bildenden Stoffe die Ursache der vollen Zellsafte sind, denn ,dem Flavon- 
glucosid kommt selbst keine farbstoffspeichernde Eigenschaft zu, es ist auch, 
wenigstens in vitro, nicht imstande, die Farbstoffspeicherung von Modellen 
irgendwie zu beeinflussen*. Es ist aber, wie auf Seite 24 ausfiihrlich dar- 
gelegt wurde, iuBerst schwierig, aus Modellversuchen eindeutig auf das 
Speicherverhalten von kleinmolekularen Verbindungen zu schliefen. Es ist 
vielleicht sogar logisch unrichtig, zu sagen, daft dieser oder jener im Zellsaft 
geléste Stoff den Farbstoff speichere. Der betreffende Stoff hat lediglich 
die Eigenschaft, mit dem Farbstoff eine Verbindung zu bilden. Wenn diese 
Verbindung in vitro durch Zusammenbringen der beiden Komponenten er- 
zeugt wird, dann wird sich ihr Zustandekommen etwa durch eine Ver- 
fiirbung kundtun, sonst aber wird gar nichts geschehen, was nach ,,Speiche- 
rung* aussieht. Allein die Tatsache, daf der betreffende Stoff infolge der 
Semipermeabilitat des Plasmas im Zellsaft eingeschlossen ist (bei einem 
Flavonglucosid etwa wegen der Hydrophilie des Zuckers), bedingt die 
Speicherung. Die entstehende Verbindung ist ja nun ebenfalls nicht 
permeierfahig, im Gegensatz zum Farbstoff, der in Form seiner Farbbase 
das Plasma leicht durchdringen kann. Man miifte also, korrekt ausgedriickt, 
sagen: Durch die Semipermeabilitat des Plasmas wird eine Verbindung des 
Farbstoffes mit diesem oder jenem Zellsafistoff in der Vakuole festgehalten. 
DaB von den Erregern der negativen Metachromasie zumindest das Tannin 
mit basischen Farbstoffen tatsichlich eine Verbindung eingeht, wurde im 
experimentellen Teil der vorliegenden Arbeit nachgewiesen. 
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Mein eigenes Interesse begann sich durch eine Zufallsbeobachtung den 
Flavonen zuzuwenden. Im Verlaufe einer mikrochemischen Phosphat- 
reaktion, bei der es ja notwendig ist, das Objekt mit Ammoniak zu_ be- 
handeln, bemerkte ich, daf sich die Zellen der Allium-AuRenepidermis 
intensiv gelb farbten. Gelbfarbung mit Ammoniak ist aber eine Reaktion 
der Flavone (und einiger verwandter Verbindungen), die demnach im 
Zellsaft der betreffenden Zellen anwesend sein miissen. Da es sich dabei 
um den Prototyp der vollen Zellsafte handelt, so war dieser Reichtum an 
einem spezifischen Inhaltsstoff beachtenswert. Daf die Epidermis beziiglich 
ihres Chemismus oft in auffallender Weise vom Grundgewebe verschieden 


Quercetin 


d, 1-Epicatechin 
(Nach Karrer 1950.) 


sein kann, ist ja bekannt. Es sei nur an die vielen Falle von anthokyan- 
haltiger Epidermis bei farblosem Grundgewebe erinnert. Nun sind die 
Anthokyane und die Flavone nahe miteinander verwandt. In der bio- 
chemischen Literatur (vgl. Paech 1950) wird immer wieder darauf hinge- 
wiesen, dafi diese beiden Gruppen von Verbindungen im Stoffwechsel- 
geschehen aus gleichen Quellen hervorgehen diirften oder sogar ineinander 
iibergefiihrt werden kénnen. Es ware durchaus denkbar, daft die Fahigkeit 
oO 

PF ee 

a 

Ww 
zur Bildung des abgebildeten Geriistes, das den beiden Gruppen von Ver- 
hbindungen gemeinsam ist, eine allgemeine Eigenschaft der Epidermiszellen, 
freilich nicht dieser allein, ist. Dafiir spricht auch die Beobachtung, daf in 
vielen farblosen Epidermen Flavonderivate enthalten sind (vgl. Kas y 1951 
und Reuter 1955, dort weitere Literatur). Ich fiihrie auch selbst in dieser 
Richtung einige Reaktionen durch (vgl. Kap. 2c) und konnie in fast allen 
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untersuchten Epidermen Gelbfarbung mit Ammoniak beobachten. Vor 
allem war auffallend, daf die Flavonreaktion eine deutliche Korrelation zu 
dem vollen Charakter eines Zellsaftes zeigte. Bei Zellsiften, die nur ange- 
deutet ,,vollen* Charakter haben, war die Flavonreaktion unsicher, bei 
»sehr vollen“ Zellsaften erhielt ich auch eine starke Flavonreaktion. 

Ist es nun theoretisch méglich, da& Flavonderivate die Ursache des 
~vollen“ Charakters von Zellsaften sind? Diese Frage ist grundsitzlich zu 
bejahen. Es wurde auf S. 23 an Hand von Modellversuchen erliutert, daf 
vor allem solche Substanzen als Ursache von negativer Metachromasie in 
Frage kommen, die einige Phenolgruppen enthalten. Obenstehend sind nun 
drei Formelbilder wiedergegeben, von denen das erste dem Aglykon eines 
Flavonols, das zweite dem eines Anthokyans und das dritte dem eines 
Catechingerbstoffes (= Phloroglucotannoid) zugehért. Die Formeln zeigen 
einerseits die enge Verwandtschaft dieser drei Verbindungsgruppen, ander- 
seits das Vorkommen von Phenolgruppen in allen diesen Verbindungen. 
Die Catechingerbstoffe wurden ja, wie bereits erwahnt, von Hartel (1951) 
als Ursache von vollen Zellsaften angenommen. In einer spateren Arbeit 
(1953) wies Hartel dann auch Flavonglucoside in vollen Zellsaften nach, 
konnte sich aber, wie besprochen, noch nicht dazu entschlieBen, diese mit 
dem ,,vollen“® Charakter der betreffenden Zellsafte in Zusammenhang zu 
bringen. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung lassen es aber 
durchaus als méglich erscheinen, daf die Flavonderivate tatsaichlich eine 
solche Rolle spielen. Sie kénnten vor allem fiir solche Zellsafte charakte- 
ristisch sein, die mit basischen Farbstoffen zunichst negativ metachroma- 
tische Diffusfarbung und bei weiterer Farbstoffaufnahme kugelige bzw. 
tropfige Entmischungen geben. 

Natiirlich werden die Flavonderivate und Catechine nicht die einzigen 
Stoffe sein, die fiir volle Zellsifte kennzeichnend sind. Wenn man z. B. an 
die zahlreichen Fille denkt, in denen es bei Anfarbung des Zellsaftes zu 
kriimeligen Ausfallungen kommt oder wenn man in Beiracht zieht, dal 
auch Algen volle Zellsafte haben kénnen (H6fler und Schindler 1955), 
dann wird man wohl zu der Meinung kommen miissen, daf mit der Nen- 
nung der Flavonderivate und Catechine die Reihe der den vollen Zell- 
siften eigentiimlichen Stoffe sicher noch nicht erschépft ist. Eines aber muff 
auch jetzt wiederum gesagt werden, um allen Unklarheiten vorzubeugen: 
Es kann sich dabei nicht um eine verschwommene Vielfali von Substanzen 
handeln. Nach dem Kausalprinzip ist fiir eine ahnliche Wirkung auch eine 
irgendwie ahnliche Ursache zu erwarten. Alle diese Stoffe, die als Ursache 
des .vollen* Charakters von Zellsiften in Frage kommen, miissen daher 
in irgendeinem Punkte ihres Molekiilbaues, méglicherweise durch den Besitz 
von Phenol- oder Ketogruppen, iibereinstimmen. Die Zahl der in Betracht 
kommenden Substanzen ist, wie ein Blick in ein Lehrbuch der organischen 
Chemie zeigt, sehr grof. Eine Aussage dariiber, welche dieser Verbindungen 
tatsichlich in den betreffenden Zellsiften vorkommen, muf zukiinftigen 
Untersuchungen vorbehalten bleiben. 

Im AnschluB an diese Betrachtungen ist auch die Tatsache, daft sich ver- 
holzte Zellwande im orthochromatischen oder leicht negativ metachromati- 
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schen Farbtone salzfest anfarben, befriedigend zu erkliren: Das Lignin ent- 
halt ja zahlreiche phenolische Hydroxyle und ist wohl aus diesem Grunde 


ebenfalls zur Bildung von Molekiilverbindungen mit basischen Farbstoffen 
befahigt. 


Wie allgemein bekannt, farbt sich auch totes Plasma salzfest im ortho- 
chromatischen bis schwach positiv metachromatischen Farbton. Eine be- 
friedigende Deutung dieses Verhaltens ist jedoch beim gegenwirtigen 
Stande unserer Kenntnisse noch kaum méglich. 


Auf eine spektroskopische Beobachiung sei noch hingewiesen: Stets 
zeigten die vollen Zellsafte nicht nur die V-Bande bei 640 mu, sondern auch 
mehr oder weniger stark die D-Bande bei 585 mu, die das Vorhandensein 
freier, assoziierter Farbionen anzeigt. Damit ist erwiesen, was schon oft 
vermutet worden war: Der nach Absattigung der farbstoffbindenden Sub- 
stanz weiter in den Zellsaft eindringende Farbstoff liegt in Form freier 
Tonen vor. 

Zum Abschluf dieser Betrachtung soll noch versucht werden, die hier 
behandelien zwei Typen von Metachromasie gegen die sehr vielfaltigen 
weiteren Méglichkeiten metachromatischer Verfarbung abzugrenzen. Die 
hier als positive Metachromasie bezeichnete Erscheinung beruht im wesent- 
lichen auf einer Assoziation zweier oder mehrerer Farbkationen, die ein 
durchaus reversibler Vorgang ist. Alle Farbstoffe, an denen diese Erschei- 
nung bisher von physikochemischer Seite her untersucht wurde, haben ein 
irizyklisches (d. h. ein aus drei sechsgliedrigen Ringen von Kohlenstoff- und 
anderen Atomen aufgebautes) Molekiilskelett — vgl. z. B. die Formelbilder 
auf S. 32. Auch die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Farbstoffe 
haben eine gleichartige. flache (tafelférmige) Molekiilgestalt. Es bleibt 
die Frage offen, ob die Erscheinung der Assoziations-Meta- 
chromasie nur auf die trizyklischen Farbstoffe beschrinkt oder weiter 
verbreitet ist. 


Die hier als negative Metachromasie bezeichnete Erscheinung, die ver- 
mutlich auf einer Additionsbindung der Aminogruppen des Farbstoffes an 
die Phenolgruppen eines zelleigenen Stoffes beruht, ware eigentlich von 
allen Farbstoffen zu erwarten, die Aminogruppen besiizen. In der Tat wird 
z. B. Chrysoidin, das einen ganz anderen Molekiilbau besitzt als die tri- 
zyklischen Farbstoffe, aber zwei Aminogruppen enthalt, von vollen Zell- 
siften rasch und reichlich gespeichert. Allerdings werden auch Rhodamin B 
und Methylrot, deren Aminogruppen substituiert sind, in vollen Zellsiften 
gebunden, wenngleich oft weniger fest. Da es sich also hiebei wohl um 
Additions- (Molekiil-) Verbindungen handelt, so ware diese Art von meta- 
chromatischer Verfarbung als Additions-Metachromasie zu be- 
zeichnen. 

Die durch Wechsel der Aciditat der Lésung hervorgerufenen Farbton- 
tinderungen sollten hingegen nicht als metachromatische Erscheinungen, 
sondern als Indikatoreffekte bezeichnet werden. 

Daneben gibt es aber noch eine grofe Menge weiterer Méglichkeiten zu 
metachromatischen Verfarbungen. In erster Linie ist hier die Koll oid- 
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Metachromasie zu nennen, die von Czaja (1930) und Ziegen- 
speck (1931, 1941) ausfiihrlich bearbeitet worden ist. Auch hier findet 
offenbar eine Aneinanderlagerung von Farbmolekiilen zu gréferen Kom- 
plexen statt, die aber (zum Unterschied von der Assoziations-Metachromasie) 
ein irreversibler Vorgang zu sein scheint (vgl. hiezu auch die Einleitung 


S. 3). 


Ferner sei hier nochmals auf die sogenannten Einschlufverbindungen 
hingewiesen, die vor allem dann in Betracht gezogen werden miiften, wenn 
es sich um Farbspeicherung an makromolekularen Substanzen, vor allem 
z. B. an den Plasmaproteinen, handelt. Proteine rufen nach Cramer 
(1954) in Farblésungen erstaunliche Umfarbungseffekte hervor (In k]1u- 
sions-Metachromasie). Diese Erscheinungen sind freilich noch viel 
zu wenig durch Modellversuche geklart, um von ihnen aus einigermaBen 
sichere Schliisse auf die Vitalfarbung des Protoplasmas ziehen zu kénnen. 


Besser untersucht ist das Verhalten von Farbstoffen in verschiedenen 
nichtwasserigen Lésungsmitteln (vgl. die Untersuchungen iiber ,S ol vat o- 
chromie* von John 1947 und Dimroth 1948) sowie in Systemen 
von wasserigen und lipoiden Phasen, wie sie ja fiir das Protoplasma wesent- 
lich sein diirften. Hier haben in neuerer Zeit z. B. Untersuchungen an 
Seifenlésungen interessante Ergebnisse gebracht (vgl. Corrin und Har- 
kins 1947, Arkin und Singleterry 1948). 


Aufs Ganze gesehen, stehen wir hier vor einer verwirrenden Fiille von 
Méglichkeiten des Verhaltens von Farbstoffen. Diesem Sachverhalt ent- 
spricht auch die ebenso grofe Mannigfaltigkeit der Vitalfarbeergebnisse, die 
bis jetzt beschrieben worden sind. Die Tatsache, daff man in diesem Arbeits- 
gebiet auf Schritt und Tritt Neues und Unerwartetes zu sehen bekommt, 
macht wohl den grofen Reiz der Vitalfarbung aus und verlockt den For- 
scher zu immer weiteren Versuchen. Dabei besteht freilich die Gefahr, daft 
an dem eigentlichen Sinn der Vitalfarbung als einer biologischen For- 
schungsmethode vorbeigearbeitet wird, namlich an dem Streben nach 
echten Forischritten an biologischer Erkenntnis. 


Die Ausbeute an biologischer Erkenninis ist in den meisten Fallen eng 
an ein kausales Verstandnis der Vitalfarbevorginge gekniipft. Aus dem 
Bediirfnis nach einer solchen kausalen Interpretation der beobachieten Er- 
scheinungen entsprang im wesentlichen die vorliegende Arbeit. Der Ver- 
fasser hofft, da es ihm gelungen ist, an einigen Punkten die Ordnungs- 
prinzipien aufzudecken, die der Mannigfaltigkeit der Erscheinungen zu- 
grunde liegen. Es sei aber noch besonders darauf hingewiesen, daf ein recht 
grofer Aufwand an experimenteller Arbeit notwendig war, um eine kleine 
Auswahl von Erscheinungen bei einem einzigen Farbstoff etwas zu kliaren. 
Es erscheint darum empfehlenswert. bei kiinftigen Vitalfarbeversuchen vor 
allem die (heute gar nicht mehr so wenigen) gut untersuchien Farbsioffe 
zu verwenden und nach neuen Farbstoffen nur dann zu greifen, wenn 
triftige Griinde dafiir vorliegen. Eine solche Arbeitsébkonomie kénnie sich 
sehr fruchtbar auswirken und die nach biologischen Fragestellungen ausge- 
richtete Arbeitsweise wesentlich férdern. 
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Zusammenfassung 


1. Die untersuchten Farbstoffe Neutralrot, Brillantkresylblau, Toluidin- 
blau und Nilblau stimmen in ihrer Fahigkeit, positive Metachro- 
masie (im Sinne von Lison und Mutsaars 1950) zu zeigen, nicht 
iiberein. Auch das Verhiltnis der Farbténe von metachromatischen und 
alkalischen Lésungen, die oft einander ihnlich sind, ist nicht iiberall das 
gleiche: Toluidinblau gibt besonders starke metachromatische Farbverschie- 
bungen (rotviolett), jedoch sind der metachromatische und der alkalische 
Farbton einander sehr ahnlich. Neutralrot und Brillantkresylblau verfarben 
sich im metachromatischen Zustand nach ziegelrot bzw. violett. Diese Farb- 
téne sind schon mit einfachen optischen Hilfsmitteln (Pulfrich-Photometer) 
von denen der in alkalischer Lésung auftretenden Farbbasen (gelb bzw. 
weinrot) sicher auseinanderzuhalten. Nilblau gibt nur sehr geringe meta- 
chromatische Effekte (schwach violettstichiges Blau), hingegen eine sehr 
starke Farbverschiebung bei der Bildung der Farbbase (orangerot). 


2. Die metachromatische Farbung kann ausgelést werden einerseits durch 
starke Erhéhung der Konzentration einer wasserigen Farblésung, anderer- 
seits durch Zusatz eines ,,Chromotropes“, meist eines anionischen Kolloides. 
Schon im Pulfrich-Photometer ]aft sich zeigen, da die Lichtabsorption in 
beiden Fallen im wesentlichen die gleiche und von der Absorption der Farb- 
base verschieden ist. Die Versuche befinden sich in guier Ubereinstimmung 
mit der Assoziationstheorie der Metachromasie, der Vor- 
stellung also, daf in konzentrierten Farblésungen die Farbstoffionen sich zu 
Doppelionen oder noch gréReren Komplexen aneinanderlagern. Solchen Asso- 
ziaten werden die fiir die konzentrierten oder mit einem Chromotrop ver- 
setzten Lésungen charakteristischen neuen Absorptionsbanden zugeschrieben. 
Im Falle des Zusatzes eines Chromotropes kommt nach dieser Theorie die 
Assoziation in der Weise zustande, daf der Farbstoff durch Adsorption an 
den negativ geladenen Kolloidteilchen des Chromotropes eine starke lokale 
Konzentrationserhéhung erfahrt, die die Aneinanderlagerung der Farbionen 
hervorruft. Weitere Wechselwirkungen zwischen Farbstoff und Chromotrop, 
vielleicht nach Art der sogenannten .,EinschluRverbindungen*, mégen es in 
gewissen Fallen bewirken, daf die durch ein Chromotrop hervorgerufenen 
Farbeffekte oft iiber die in reiner wasserigen Liésung zu beobachtenden 
Konzentrationseffekte hinausgehen. 


3. Die rote Fluoreszenz des Fluorochroms Akridinorange, die beziiglich 
ihrer Entstehungsweise mit dem metachromatischen Farbton der Diachrome 
identisch ist, laBt sich als sicherstes Mittel empfehlen, um auch ohne be- 
sondere optische Hilfsmittel eine metachromatische Farbung von 
einer durch die Farbbase hervorgerufenen Farbung zu unterschei- 
den. Dagegen ist beim Akridinorange die Fluoreszenzfarbe der Farbbase 
die gleiche wie bei den monomeren Ionen und bei den negativ metachro- 
matischen Verbindungen des Farbstoffes (siehe unten). Hier zeigen wie- 
derum die Diachrome gréfere Unterschiede. So wird in bestimmten Fallen 
erst die kombinierte Anwendung von Fluorochromen und Diachromen 
Klarheit bringen kénnen. 
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4. Die positiv metachromatische Farbspeicherung in den ,leeren 
Zellsaften* laRt sich als reiner Konzentrationseffekt ohne die 
Annahme von farbspeichernden Kolloiden erklaren. Die Beteiligung von 
solchen ist jedoch auf diesem Wege nicht auszuschliefen und in bestimmten 
Fallen sogar wahrscheinlich. 

5. Die positiv metachromatische Anfarbung der nicht inkrustierten Z e | I- 
wande (,,Zellinwande*) und der Algengallerten ist ebenfalls durch die 
Annahme verstandlich, da der Farbstoff durch die Adsorption eine starke 
lokale Konzentrationserhéhung innerhalb der betreffenden Zellteile erfahrt, 
die die Assoziation zur Folge hat. Zu der oft verschieden starken Metachro- 
masie, die die Gallertbildungen verschiedener Algenarten zeigen, wird ver- 
mutet, daff es sich um Kohlehydrate mit verschiedenartigen sauren Gruppen 
(COOH bzw. SO,H) oder aber von verschiedenartiger sterischer Konfigu- 
ration handeln kénne: Die sauren Gruppen verschiedener saurer Kohle- 
hydrate kénnten raéumlich so zueinander gelagert sein, daf sie die Asso- 
ziation der an ihnen adsorbierten Farbionen einmal erschweren, einmal 
fordern. 

6. Die negative Metachromasie (im Sinne von Lison und 
Mutsaars 1950) besieht in einem gegenteiligen Farbeffekt: Neutralrot 
wird violett, Brillantkresylblau blaugriin usw. Die Erscheinung wurde im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit vor allem am Brillantkresylblau unter- 
sucht. Die Versuche erharteten die schon von anderen Autoren geaduferte 
Vorstellung, daf die negative Metachromasie das Zustandekommen einer 
chemischen Verbindung zwischen dem Farbstoff und einem 
anderen Stoff anzeigt. Beim Brillantkresylblau entsteht dabei eine Absorp- 
tionsbande in der Gegend von 640 mu. 

7. Modellversuche ergaben, daf aufer der schon von anderer Seite her 
untersuchten Nukleinsaure noch folgende Verbindungen zur Auslésung von 
negativer Metachromasie in vitro befahigt sind: Coffein, Tannin, Saponin, 
Resorcin, Brenzkatechin, Phloroglucin, Phenol und konzentriertes Glycerin. 
Es handelt sich also vorwiegend um Verbindungen mit (meist phenolischen) 
Hydroxyl- oder mit Ketogruppen. Es wird vermutet, dafi die als Ursache 
der negativen Metachromasie auftretende Verbindung den Charakter einer 
Molekiilverbindung tragen kénnte. Vielleicht kommt sie dadurch 
zustande, da zwischen den NH,-Gruppen des Farbstoffes und den 
Hydroxyl- oder Ketogruppen des negativen Chromotropes Wasserstoff- 
briicken gebildet werden. 

8. In den sogenannten .vollen Zellsaften*, die die Erscheinung 
der negativen Metachromasie besonders schén zeigen, miissen solche nega-° 
tiven Chromotrope vorhanden sein. Es kann auf Grund der mitgeteilten 
Befunde angenommen werden, da auffer den schon von anderer Seite als 
Ursache der vollen Zellsifte bezeichneten Katechingerbstoffe noch 
die Flavonderivate fiir diesen Effekt in Frage kommen. Sie besitzen 
zumeist mehrere phenolische Hydroxylgruppen und lassen sich in vielen 
vollen Zellsiften, vor allem von Epidermiszellen, nachweisen. 

9. Auer den Katechinen und Flavonen kamen nach der unter Punkt 7 
angefiihrten Hypothese noch alle jene Stoffe als Ursache voller Zellsafte in 
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Frage, die Hydroxylgruppen (vorwiegend solche von phenolischem Charak- 
ier) oder Ketogruppen besitzen. 


10. Im Falle der Nukleinsauren ist wahrscheinlich die Ursache der 
positiven Metachromasie darin zu suchen, daf an den zu einer Kette ge- 
hauften Phosphorsiuregruppen eine Assoziation des adsorbierten Farb- 
stoffes stattfindet. Die negative Metachromasie, die die Nukleinsaéuren in 
hohen Konzentrationen zeigen, beruht méglicherweise auf einer Molekiil- 
verbindung des Farbstoffes, die an den Ketogruppen der Purin- und 
Pyrimidinbasen ansetzt. 


11. Die salzfeste Farbung der verholzten Zellwande kommt 
wahrscheinlich auf aihnliche Weise zustande, namlich durch Bindung des 
Farbstoffes an die Phenolgruppen des Lignins. 


12. Es wird auf eine Reihe von weiteren Moéglichkeiten zu metachromati- 
schen Erscheinungen basischer Farbstoffe hingewiesen. 
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1. Einleitung 


Die Untersuchung physikalischer Qualitaten des lebenden Cytoplasmas 
und deren Korrelationen mit Zellart, Lebenszustand und Aufenbedingun- 
gen stellt zweifellos eine wichtige Grundlage fiir den Einblick in das zel- 
lulare Geschehen dar. Sind hierbei in erster Linie auch Viskositat, Dichte, 
optisches Verhalten usw. gemeint, kénnen dieser Gruppe von Eigen- 
schaften doch auch solche zugerechnet werden, deren Erfassung an biolo- 


1 Travail du Laboratoire de Biologie saharienne de Beni-Ounif No. 45. 
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gischen Objekten durch bestimmte cytomorphologische Verhiltnisse er- 
méglicht wird. So sind etwa die ausgewachsenen Zellen mit ihrer grofen 
Zentralvakuole und dem diinnen, diese allseitig umschlieBenden Plasma- 
mantel, der den Stoffaustausch zwischen AuRenlésung und Zellsaft reguliert, 
zum Studium der Plasmapermeabilitaét besonders geeignet 

Bei den dazu iiblicherweise gewihlien experimentellen Anordnungen 
dient die Diffusion als Transportmechanismus, und man erfaRt demnach 
bei solchen Permeabilitatsversuchen die Durchlissigkeit des Plasmamantels 
fiir die betreffende Substanz, die als Permeationskonsiante zahlenmifig 
angebbar ist und ein Mak fiir die GréRe der Behinderung des Stoffdurch- 
tritts durch den Plasmamantel gegeniiber der freien Diffusion darstellt. 


Werden mit solchen Versuchen auch die fiir eine Substanzaufnahme bzw. 
-abgabe beim Stoffwechsel mafgebenden Transportmechanismen (vel. 
Teorel] 1953) nicht erfaft, so gibt die quantitative Ermittlung des Durch- 
lafvermégens des Protoplasten fiir die benutzten Substanzen doch Hin- 
weise auf die fiir die Permeation mafgebenden Faktoren (vgl. Collander 
‘und Barlund 1935, p. 72f.) und ist ferner eine wertvolle Angabe zur 
Kennzeichnung des betreffenden Cytoplasmas und seines Zustandes (vgl. 
»spezifische Permeabilititsreihen*, Hofler 1942). Permeabilititsunter- 
schiede, bei geeigneten Verhaltnissen an der Einzelzelle beobachtet oder 
sonst aus Mittelwerten einer gréferen Zahl von Zellen gleichartiger Gewebs- 
schnitte festgestellt, sind ein zweifellos sehr empfindlicher Indikator fiir 
Veriinderungen des Plasmas. Es wire daran zu denken, durch sekundire 
Einwirkungen (z. B. Gifte, Bestrahlung u. a.) hervorgerufene Alierationen 
mit Hilfe von Permeabilitatsinderungen zu erfassen. 


Einer genauen Bestimmung der Gréfe der passiven Permeabilitaét des Plasma- 
mantels stehen betriichtliche Schwierigkeiten entgegen, die einerseits im Objekt 
und andererseits in der Methode liegen, da die Permeabilitiét stets nur indirekt 
mit Hilfe der permeierten Substanzmenge bestimmt werden kann, die ihrerseits 
wieder von einer Reihe anderer Parameter abhingt. Die Beriicksichtigung dieser 
Faktoren wurde bereits mit einer groRen Zahl experimenteller Methoden und ver- 
schiedener Verfahren zur Berechnung der Permeationskonstanten angestrebt 
(Lit: Stadelmann 1956c, 1956b). 


Fiir Versuche nach der plasmomeirischen Methode (H 6 f le r 1918) lassen 
sich bei einem vor kurzem mitgeteilten Berechnungsverfahren Versuchs- 
dauer, Konzentrationsgefille und MembrangréBe sowie die stetigen An- 
derungen der beiden letzten Variablen wahrend des Versuchsablaufes in 
vollem Ausmafe beriicksichtigen (Stadelmann 1951 b, 1956c). Dabei 
kénnen aus der Endformel fiir die Permeationskonstante K Aussagen iiber 
die geforderte Art des Deplasmolyseverlaufes und seine Abhangigkeit von 
der Héhe der AuBenkonzentration abgeleitet (1951 b, p. 780f.2) und mit 
Hilfe der dabei zugrunde gelegten Annahmen auch quantitative Angaben 
iiber die Beziehungen zwischen Konzentrationsdifferenz, Oberflache und 
permeierter Substanzmenge eingehend diskutiert werden (1952, p. 387 f.). 


2 Unterbleibt die Angabe von Name bzw. Jahreszahl, so ist stets der unmittel- 
bar vorher angefiihrie Autor bzw. die zuletzt zitierte Publikation gemeint. 
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Nachdem sich das theoretisch geforderte Verhalten des Protoplasten bei 
der Riickdehnung fiir einige der bisherigen Versuchsobjekte (Taraxacum of fi- 
cinale, Zebrina pendula, Sonchus laciniatus) im wesentlichen bestatigen lie? 
(1952, p. 381), sollte hier zur Priifung der Allgemeingiiltigkeit des postu- 
lierten Deplasmolyseverlaufes in einem weiteren Rahmen an méglichst ver- 
schiedenartigen Objekten eine Pflanze trockener Standorte gewahlt werden. 
Allfillige Besonderheiten der Deplasmolyse wiirden sich bei einem Objekt 
extremer Umweltbedingungen vielleicht eher als bei den bisher unter- 
suchten Pflanzen zu erkennen geben. 

Daneben galt es noch zu zeigen, wie die Berechnung von K unmittel- 
bar aus einem durch zahlreiche Messungen sehr genau bekannten Riick- 
dehnungsverlauf erfolgen kann, und die Anwendung statistischer Methoden 
zur Sicherung allfalliger Unterschiede von K-Werten verschiedener Ver- 
suchsgruppen zu demonsirieren, wahrend eine eingehendere Erfassung der 
PermeabilitatsgréBe dieses offenbar wenig geeigneten Objektes aus Zeit- 
griinden unterbleiben mufie. 


Auf eine Diskussion der allgemeinen theoretischen Vorstellungen iiber die fiir 
die GréBe der Permeabilitit mafgebenden Faktoren (vgl. Davson und Da- 
nielli 1943, Wartiovaara 1950, Bogen 1950), die Dicke der diffusions- 
hemmend wirkenden Zone des Plasmamantels (vgl. Seifriz 1921, p. 286; Lit.: 
Stadelmann 1956a, p. 85) und deren Lokalisierung auf die Plasmahautschicht 
(vgl. Héfler 1952, p. 393) soll hier nicht eingegangen werden. 


2. Material und experimentelle Methode 


Nach orientierenden Versuchen mit verschiedenen Geweben der bei Beni- 
Ounif (Algerien) vorkommenden Arten erwiesen sich die Epidermiszellen 
von Carduncellus eriocephalus Boiss. wegen ihrer fiir die Plasmometrie 
giinstigen Zellform als fiir die geplanten Arbeiten besonders geeignet. Diese 
Komposite ist in den Wiistenweidegebieten von Siidalgerien bis Palistina 
beheimatet, besitzt eng dem Boden anliegende Blattrosetten mit durch- 
schnittlich etwa 20cm Durchmesser, bleibt ohne typisch xeromorphe Struk- 
turen und zeigt einen an Taraxacum erinnernden auferen Habitus. 

Es wurden Blatter von ca. 8—12 cm Lange benutzt, bei welchen sich die 
Epidermis der Blattbasisoberseite oberhalb des Mittelnervs leicht abziehen 
laBt und die Lostrennung wie bei Taraxacum stets unter der subepider- 
malen Zellschicht erfolgt, so daf die Epidermiszellen selbst hiedurch nicht 
unmittelbar betroffen sind. Unter bestimmten Verhialtnissen scheint sich bei 
ilteren Blittern Epidermis samt Subepidermis iiber dem Blatimittelnerv 
an derselben Trennungsflache, zumindest lokal, véllig spontan abzuheben, 
was an einer leichten Wellung der betreffenden Epidermispartien zu er- 
kennen ist. Offenbar handelt es sich hier um eine von Natur aus bevorzugie 
Trennungsfliche; damit vermindert sich die Gefahr traumatischer Altera- 
tionen der Zellen, die durch das Ablésen oder bei Herstellung von Flachen- 
schnitten hervorgerufen werden kénnen. 

Von den benutzten Substanzen, die alle von Bender & Hobein, Ziirich, 
stammen, besa Harnstoff den Reinheitsgrad purum, wihrend Glucose und 
Glycerin purissimum zur Verwendung kamen. Die Lésungen mufien mit 
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einem im Labor aus Kupferkessel einfach destilliertem Wasser hergestellt 
werden. Sie waren fiir Glucose und Harnstoff gewichtsmolar, fiir Glycerin 
volummolar, wobei zur Abmessung des Wasservolumens Mensuren dienten, 
deren Genauigkeit, da der Permeationsfaktor konzentrationsunabhangig 
ist, hier geniigte. Nur bei Versuchen, welche auch der Priifung des iso- 
tonischen Koeffizienten galten, wurden die genau volummolaren Lésungen 
wie iiblich mittels Mefkolbchen hergestellt. 

Als experimentelle Methode diente wie friiher ein plasmolytisches Ver- 
fahren (vgl. Stadelmann 1956c, p. 693), indem die abgelésten Epi- 
dermishautchen, zum Teil nach Vorplasmolyse in Glucose, die der zu ver- 
wendenden Harnstofflésung oe isotonisch war, in das Diosmotikum 


ZED. 
_” 


Abb. 1. Langsschnitt durch eine Zelle im plasmolysierten Zustand 

(schematisch). h =innere Linge der Zelle von Querwand zu Querwand; b = in- 

nerer Durchmesser der Zelle; L—=Lange des plasmolysierten Protoplasten von 
Kuppe zu Kuppe. 



































gelangten, und der Verlauf der Wiederausdehnung des plasmolysierten 
Protoplasien einer zylindrischen Zelle plasmometrisch méglichst genau fest- 
zustellen war (vgl. Abb. 1). Zur Verhinderung stérender Konzentrations- 
anderungen des jeweiligen Milieus wurde das Objekt in eine Durchstré- 
mungskammer (1951 a) eingebracht, so dafi die zu messenden Zellen auch 
wahrend eines Lésungswechsels standig beobachtbar blieben. 

Sobald die Protoplastenkuppen der ausgewahlten Zelle ausreichend ge- 
rundet waren, begannen die Messungen der Protoplastenlange L, die in 
Versuchen mit Vorplasmolyse schon wahrend dieser meist wiederholt er- 
folgten. Die MeRintervalle bei der Deplasmolyse waren zu deren Beginn 
relativ kurz (25 Sek. bis einige Min.), spater aber oft gréRer. Die Messungen 
wurden abgebrochen, sobald die sich ausdehnenden Protoplasten eine Zell- 
querwand beriihrien und sich deformierten oder beim Zelltod pléizlich 
platzten. 

Zur Priifung des Protoplasiten in verschiedenen Konzentrationen des- 
selben Diosmotikums wurde bei einer Anzahl von Versuchen nach einer be- 
stimmten Zeit der Deplasmolyse (erste Riickdehnung) ohne Uber- 
gang auf eine andere (meist héhere) Konzentration des Diosmotikums ge- 
wechselt (Doppelversuche, siehe Abb. 5 und 6; vgl. 1952, p. 375) 
und die nach dem osmotischen Druckausgleich wieder einsetzende Deplas- 
molyse (zweite Riickdehnung) neuerlich protokolliert. 

Der experimentelle Teil dieser Arbeit wurde von Oktober bis Dezember 
1951 im Laboratoire de Biologie saharienne, Beni-Ounif (Algerien), aus- 
gefiihri; die Auswertung der Beobachtungen und die Berechnungen er- 
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folgten im Sommer 1956 im Botanischen Institut Freiburg (Schweiz). Die 
Oase Beni-Ounif liegt an der Bahnlinie Oran—Colomb-Béchar, etwa 400 km 
siidlich der Mittelmeerkiiste in 825 m ii. M. Auf ihre klimatischen Verhilt- 
nisse und die Zusammensetzung der Flora wurde kiirzlich in dieser Zeit- 
schrift hingewiesen (1957, p. 453 f.). 


3. Der zeitliche Ablauf der Wiederausdehnung des plasmolysierten 
Protoplasten 


Nachdem durch die Benutzung einer Durchstrémungskammer die Vor- 
aussetzung zur kontinuierlichen Beobachtung des Objektes gegeben war, 
lag es nahe, die Messungen der Protoplastenlange L nicht nur auf die fiir 
die Permeabilitatsberechnung unbedingt erforderliche Mindestzahl zu be- 
schranken, sondern durch eine haufigere Bestimmung den Verlauf der Riick- 
dehnung genauer zu erfassen und dessen Feinheiten und allfallige Beson- 
derheiten zu erkennen. Eine solche eingehende Aufzeichnung der Riick- 
dehnung des Protoplasten wurde bereits friiher durchgefiihrt, wobei sich 
interessante Einzelheiten ergaben (1952, p. 379f., 400). 

Die genaue Feststellung des zeitlichhen Ablaufes der in einer endos- 
mierenden Aufenlésung einsetzenden Deplasmolyse ist hier aber auch des- 
wegen von besonderem Interesse, weil aus dem F ic k schen Diffusionsgesetz 
(unter bestimmten Vereinfachungen) rein theoretisch abgeleitet werden 
kann, daf die Riickdehnung der Protoplasten zylindrischer Zellen genau 
zeitproportional erfolgen muf (1951 b, p. 781), was sich bisher bestatigen 
lie® (1952, p. 375 f.). 

Nach der Angabe des Prozentsatzes der zeitproportionalen Riickdeh- 
nungen soll ein Verfahren gezeigt werden, fiir die einzelne Riickdehnung 
die GréRe der Streuung der Gesamtheit ihrer Mefwerte von der inter- 
polierten Geraden zahlenmafig ausdriicken. SchlieBlich sind die Abweichun- 
gen vom geforderten Riickdehnungsverlauf zu diskutieren, wobei stets in 
Betracht zu ziehen bleibt, daf es sich beim Untersuchungsobjekt um eine 
Wiistenpflanze handeli, die keineswegs die optimale Eignung zu Perme- 
abilitatsuntersuchungen besitzen muf. 


a) Die Haufigkeit der Zeitproportionalitat 

Zur Ermittlung der Haufigkeit der zeitproportionalen Riickdehnungen 
geht man von der graphischen Darstellung des Riickdehnungsverlaufes 
(Zeit-Protoplastenlangen-Diagramm) aus. Hiebei sind die Zeiten ¢ der Mes- 
sungen als Abszissen und die zugehérigen Protoplastenlangen L als Ordi- 
naten aufgetragen; ebenso wird die durch Berechnung aus den Meftwerten 
von L und ¢t (vgl. S. 63 f.) folgende interpolierte Riickkdehnungsgerade G ein- 
gezeichnet, aufer dort, wo es durch zu starke Unregelmafigkeiten von 
vornherein klar ist, da die Riickkdehnung keiner Zeitproportionalitat folgt 
(Abb. 2h). Weicht der Anfangsteil der Riidkdehnung von seinem restlichen 
Verlauf merklich ab, so wird er zur Berechnung nicht herangezogen (vel. 
Abb. 2c, d, sowie Abb. 3a, d). 

Die einzelnen Me8punktie sind nun mehr oder weniger eng um die inter- 
polierte Gerade geschart, wobei sie in zweierlei Weise angeordnet sein 
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Abb. 2. Beispiele verschiedenartiger Riickdehnungen bei Epidermiszellen von 
Carduncellus eriocephalus. a und b Zeitproportionale Riickdehnungen; c und d 
Abweichungen von der Zeitproportionalitét am Anfang der Wiederausdehnung; 
e bis g Riickdehnungen mit Knickpunkt; h véllig unregelmaBig verlaufende Riick- 
dehnung. a: Harnstoff, 1,7m, nach 13 Std. Vorplasmolyse in 1,3m Glucose; 
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kénnen: Entweder sie verteilen sich in allen Abschnitten dieser Geraden 
etwa gleichmaéfig auf deren beiden Seiten (Abb. 2a, b), so daB die Riick- 
dehnung ohne weiteres als zeitproportional zu beurteilen ist, oder es kommt 
zu einer stirker oder schwacher ausgepriagten, nur einseitigen Abweichung 
der Mefpunkte auf bestimmten Abschnitten der Geraden (Abb, 2 c—g). In 
letzterem Falle waren stets nur zwei Arten solcher Unregelmifigkeiten zu 
finden: Es liegen die MeRwerte am Beginn der Protokollierung wesentlich 
tiefer als die interpolierte Gerade und nahern sich dieser dann exponentiell 
(Abb. 2c, d), oder der Anfangs- und Endteil der Riickdehnung befindet sich 
unterhalb der Geraden, jedoch der mittlere Teil iiber dieser (Abb. 2 e—g: 
vel. hingegen Stadel mann 1952, p. 399). Der Riickdehnungsverlauf wird 
dann am besten durch eine geknickte Gerade (G2 und G3, Abb. 
2e—g) interpoliert (Riickdehnung mit Knickpunkt), wobei sich 
spiter zeigen lat, da beide Arten solcher Abweichungen nicht gegen eine 
Zeitproportionalitat sprechen. 


Von den im ganzen protokollierten 65 Einzelzellen waren 43 Riickdehnungen 
in Harnstoff und 22 in Glycerin beobachtet worden. Unter ersieren blieben zwei 
Riickdehnungen wegen eines Fehlers bei der Durchstrémung nicht auswertbar. 
Bei den restlichen 41 Zellen wurde bis auf einen Fall, bei welchem ein Teilproto- 
plast zu beobachten war, steits der ungeteilte Protoplast gemessen, und es zeigte 
nur eine Zelle eine derart unregelmafige Riickdehnung, daf sie nicht als zeit- 
proportional zu beurteilen war. Die verbleibenden Zellen verteilten sich auf drei 
Versuchsgruppen, je nachdem, ob keine Vorbehandlung oder nur Vorwiisserung 
(17 Zellen), Vorwiasserung mit Vorplasmolyse (7 Z.) oder Vorplasmolyse ohne Vor- 
wasserung (16 Z.) erfolgte. Hiebei ergab sich bei einer bzw. einer bzw. neun Zellen 
eine Riickdehnung wie in Abb. 2c und bei vier bzw. einer bzw. drei Zellen eine 
solche mit Knickpunkt. Beide Besonderheiten wurden nur in einem Falle an der 
gleichen Zelle beobachtet. Von der Einleitung der Harnstofflésung bis zur ersten 
Messung (halbkugelige Protoplastenkuppen) vergehen dabei im Mittel 60 Min. bzw. 
25 Min. bzw. 29 Min., wobei die Extremwerte dieser drei Versuchsgruppen bei 
5 Min. und 172 Min. bzw. 35 Sek. und 86 Min. bzw. 5 Sek. und 103 Min. liegen. 

Innerhalb der 22 Glycerinversuche, die alle ohne Vorplasmolyse entweder mii 
oder ohne Vorwisserung durchgefiihrt wurden, erfolgte bei einer Zelle die Proto- 
kollierung zu wenig oft, um den Riickdehnungsverlauf beurteilen zu kénnen, und 
bei zwei Zellen war dieser zu unregelmaBig, als daf sich eine Gerade interpolieren 
lieRe. Ein vierter Protoplast zeigte eine véllig exponentiell verlaufende, sich stin- 


h = 50,0’; b = 20,5’ (Zelle 114) — b: Glycerin, 1.3m, nach 1 Min. Vorwiasserung; 
h= 41,0’; b=17,0' (Zelle 134) — ec: Glycerin, 1,3m, ohne Vorbehandlung; 
h = 46,5’; b= 13.5’ (Zelle 156) — d: Harnstoff, 1.0m, nach 13 Std. Vorplasmolyse 
in 1,0m Glucose; h ca. 50’; b=9,5’ (Zelle 147) — e: Glycerin, 1.7m, ohne Vor- 


behandlung; h = 30,0’; b = 16,0’ (Zelle 143) — f: Harnstoff, 1.3m, nach 2 Min. Vor- 
wasserung; h = 38,5’; b = 20,2’ (Zelle 116) — g: Harnstoff, 1.3m, nach 2 Min. Vor- 
wiasserung; h = 50,0’; b = 19,8’ (Zelle 129) — h: Glycerin, 1.3m, ohne Vorbehand- 
lung; h = 36,8’; b= 11,3’ (Zelle 158). G= Interpolierte Riickdehnungsgerade; bei 
Riickdehnungen mit Knickpunkt: G,= Riickdehnungsgerade fiir den gesamten Ver- 
lauf; G.,=Gerade fiir den vor dem Knickpunkt gelegenen Abschnitt der Riick- 
dehnung; G, = Gerade fiir den zweiten Abschnitt der Riickdehnung. Abszissen: 
Zeit in Minuten; Ordinaten: Protoplastenlangen L in ’; 1’ = 2,074; h=innere 
Zellinge; b = innere Zellbreite. 
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dig verlangsamende Riickdehnung. Von den noch verbleibenden 18 Zellen hatten je 
drei wiederum verschiedene Zellen Riickdehnungen mit exponentiellem Beginn bzw. 
geknickter Geraden. Von der Einleitung der Glycerinlésung bis zur ersten Messung 
vergingen (wenn man von drei Zellen extrem langer Rundungszeit [250 Min.] 
absieht) durchschnittlich 40 Min. mit den Extremweriten 10 Min. und 117 Min. 

Bei obigen Versuchen waren in Harnstoff 9 bzw. 7 bzw. 4 und in Glycerin 3 Zel- 
len in Doppelversuchen (S. 54) gepriift worden, wobei von letzteren oben natiirlich 
nur der erste Teil beriicksichtigt ist. Von den somit 23 nach dem Konzentrations- 
wechsel zu beobachtenden zweiten Riickdehnungen war nur eine (Glycerin) als 
nicht zeitproportional zu bewerten. Bei den verbleibenden 22 Zellen hatten 12 eine 
Riickdehnung mit Knickpunkt und 4 Zellen einen exponentiellen Beginn, darunter 
zwei, welche gleichzeitig einen Knickpunkt zeigten. Fiir die zweiten Riickdehnungen 
der Doppelversuche ergibt sich also gegeniiber den Permeabilitaétsversuchen ohne 
Konzentrationswechsel und den ersten Riickdehnungen zusammen ein wesentlich 
héherer Anteil an Deplasmolysen mit Knickpunkt (12 von 22 gegeniiber 11 von 58 
bei letzteren). 


Insgesamt weisen demnach 62 auswertbare Zellen in nur vier Fallen 
erste Riidkdehnungen, die nicht als zeitproportional aufgefat werden kén- 
nen, auf, und fiir 23 noch zusaizlich beobachtete zweite Riickkdehnungen 
war es nur eine einzige, die einen unregelmafigen Verlauf hatte. Dieses 
Resultat bestatigt damit auch am vorliegenden Ver- 
suchsmaterial die rechnerisch ableitbare und ander- 
warts bereits gefundene Gesetzmafigkeit fiir die 
Wiederausdehnung des plasmolysierten Protoplasten 
zylindrischer Zellen in endosmierenden Aufenlésun- 
gen. Ein solches Ergebnis ist auch fiir die Frage der allgemeinen Anwend- 
barkeit der Plasmometrie von Bedeutung, da es zeigt, da selbst bei durch 
die Verhaltnisse vorgegebenen Objekten wohl geringerer Eignung die De- 
plasmolyse intakier plasmometrierbarer Zellen normalerweise zeitpropor- 
tional erfolgen wird, womit diese Methode ihre Verwendbarkeit auch fiir 
vergleichend-dkologische Permeabilitatsstudien manifestiert. 


b) Bestimmung des Grades der Zeitproportionalitat 


Die quantitative Bestimmung der Streuungen um die Riickdehnungs- 
gerade erfolgt analog dem Bestimmtheiitsmaf (Linder 1945, p. 33), so dak 
bei Vorliegen einer exakten Zeitproportionalitiat fiir B der Wert 1 und bei 
vélligem Fehlen der letzteren die GréRe 0 folgt. B wird in der Regel einen 
bestimmten Wert nicht unterschreiten, da die Zeitproportionalitat, wie sie 
sich im Zeit-Protoplastenlangen-Diagramm zeigt, meist sehr deutlich aus- 
gepragt ist. 

Zur Berechnung von B dient demnach die Formel: 


darin bedeutet: Ls ;—L,, (siehe Formel [4] und [5]); 
t;—t;—t,, (siehe Formel [4] und [5}). 
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Fiir das im nachfolgenden Kapitel gewahlte Rechenbeispiel (S. 66 f.) folgt 
also fiir das Bestimmtheitsmaf B: 

Ba O_O 

214,78 . 13,7 2.942,5 

Die derarit fiir jede der ausweribaren Zellen errechneten B-Werie sind 

in Tab. 4 angegeben. In Riickdehnungen mit Knickpunkt wurde nur der 


= 0,944; 
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Abb. 3. Riidkdehnungen verschiedenen Grades der Streuung der Me&punkte um 
die interpolierte Gerade. Das Bestimmtheitsma8 B gibt die Starke dieser Streu- 
ungen an. a) Riickdehnung mit den geringsten Abweichungen von der interpolierten 
Geraden; Harnstoff, 1.0m, nach 20 Std. Vorplasmolyse in 1,0m Glucose; h = 37,5’; 
b= 16,0’ (Zelle 120) — b) Riickdehnung mit den gréften Abweichungen von der 
interpolierten Geraden; Harnstoff, 1.3m, nach 3 Min. Vorwisserung; h = 47’; 
b = 15,7’ (Zelle 127) — c) Mittlere Streuung; Glycerin, 1.3m, ohne Vorbehandlung; 
h= 34,5’; b= 14,0’ (Zelle 157) — d) Mittlere Streuung; Harnstoff, 1,0m, nach 
5 Std. Vorplasmolyse in 1,0m Glucose; h = 45,0’; b = 12,2’ (Zelle 162). Abszissen: 
Zeit in Minuten; Ordinaten: Protoplasienlingen L in ’; 1’= 2,07“; h=innere 
Zellinge; b= innere Zellbreite. Zum Vergleich der Streuungen ist bei allen Dia- 
grammen derselbe Mafistab gewihlt. 


erste Teil der Riickdehnungsgeraden (Gerade G 2, vgl. Abb. 2 e—g) beriick- 


sichtigt, und bei Doppelversuchen ist B auch fiir den 2. Teilversuch be- 
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rechnet, welcher nach dem schiefen Bruchsirich angefiihrt ist. Abb. 3 zeigt 
als L-t-Diagramme die beiden Extremwerte von B sowie zwei mittlere Streu- 
ungen, und in Abb. 4 ist die Hiufigkeitsverteilung von B (Histogramm mit 
Klassenbreite 0,01) dargestellt. 

Diese Hiufigkeitsverteilung zeigt deutlich, da& die Streuungen meist 
nur sehr gering sind, bleiben doch bei etwa 70 Prozent aller Riickkdehnungen 
die B-Werte iiber 0,97. Andererseits liegt das Maximum der Verteilung in 
der Klasse 0,98—0,99, was vielleicht mit der GréRe der MeRfehler zusam- 
menhingt oder auf das Vorliegen von nicht zufialligen kleineren Ab- 
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Abb. 4. Hiaufigkeitsverteilung der B-Werte (Ma8 fiir die Streuung der Mefpunkte 

um die interpolierte Riicdkdehnungsgerade). Abszisse: Klassen von B, Ordinaten: 

A Absolute Anzahl der Riickdehnungen in der betreffenden Klasse fiir Einzel- 

versuche und 1. Riickdehnungen von Doppelversuchen zusammengenommen (———). 

B wie A, jedoch einschlieBlich der 2. Riickdehnungen der Doppelversuche ( 

C prozentualer Anteil von A an der Gesamizahl (58) der Riickdehnungen. D pro- 
zentrualer Anieil von B an der Gesamizahl (80) der Riickdehnungen. 


weichungen von der Zeitproportionalitat hindeutet. Abgesehen hievon be- 
statigt diese Haufigkeitsverteilung ebenfalls die Zeitproportionalitat der 
Riickdehnung, da es nicht zu erwarten ist, daB in einem anderen Falle das 
Maximum der Verteilung so nahe an dem fiir die exakte Beziehung gel- 
tenden Wert (B =1,00) liegt. 

Zur Priifung einer allfalligen Korrelation mit dem Endosmotikum wur- 
den bei den 58 Riickdehnungen von Einzelversuchen und ersten Teilen von 
Doppelversuchen die Mittelwerte B,, fiir Harnstoff (B,, —0,9609) und Gly- 
cerin (B,,—0,9661) berechnet, doch ist der Unterschied dieser Mittel nach 
dem t-Test von Student (vgl. Linder 1945, p. 53) nicht gesichert. 


c) Stérungen der Zeitproportionalitiat 


Kann die fiir den Verlauf der Riickdehnung erkannte Gesetzmifigkeit 
nun als gesichert gelten, so ist noch zu versuchen, jene zwar in der Minder- 
zahl bleibenden (vgl. S. 57). Deplasmolysen zu interpretieren, welche 
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andersartig verlaufen oder gestért sind. Daf es sich hierbei tatsachlich um 
Stérungen handelt und nicht umgekehrt die streng zeitproportional ver- 
laufenden Deplasmolysen als abnormal zu beurteilen sind, legt, abgesehen 
von ihrer Haufigkeit, auch der Gedanke nahe, daft der einfachere Riick- 
dehnungsverlauf wohl auch der ungestértere ist. Eine Erklarung dieser Be- 
sonderheiten wird dabei stets dann von Bedeutung sein, wenn dieselben 
Arten von Abweichungen wiederholt zu beobachten sind. Wihrend die als 
nicht zeitproportional beurteilten vier Riickdehnungen keine gemeinsamen 
Kriterien aufweisen, waren solche bei den Riickdehnungen mit nur gestér- 
tem zeitproportionalem Verlauf als exponentieller Anstieg am 
Beginn der Riickdehnung und als Riickdehnung mit 
Knickpunkt deutlich zu erkennen. Auf die als Streuungen bezeich- 
neten meist relativ geringen Abweichungen und Oszillationen des Riick- 
dehnungsverlaufes um die interpolierte Gerade wurde bereits hingewiesen 
(S. 60). 


Als Ursache von Stérungen mégen verschiedene Faktoren, wie etwa Mit- 
beteiligung eines anderen Mechanismus des Stofftransportes (vgl. Bogen 
1956a; 1956b, p. 120f.), spontane Permeabilitatsinderungen oder Effekte, die sich 
z. B. aus den osmotischen oder geometrischen Verhiltnissen ergeben, eine Rolle 
spielen. 


Von diesen Méglichkeiten scheint die erste hier wohl ausgeschlossen werden zu 
kénnen, da die iiberwiegende Mehrzahl der untersuchten Zellen in ihrer Riick- 
dehnung ein Verhalten aufweist, welches sich quantitativy aus der Annahme der 
behinderten Diffusion als alleinigen Transportmechanismus erkliren laRt (vgl. 
Stadelmann 1952, p. 375f.). Es ware wohl schwer einzusehen, aus welchen 
Griinden die so fundamentale Gegebenheit des Transportmechanismus nur fiir 
eine relativ geringe Zahl von Zellen eine andere sein sollte, und es wird zu zeigen 
sein, daB die beobachteten Abweichungen auf andere Weise ausreichend zu inter- 
pretieren sind. 


Der exponentielle Anstieg am Beginn der Riickdeh- 
u ung besteht aus einem zuniachst sehr steilen Anfangsstiick, das hernach 
kontinuierlich in den spateren zeitproportionalen Verlauf der Riickdehnung 
iibergeht (vgl. Abb. 2c, d), stellt also keine besonders tiefgreifende Stérung 
von diesem dar. Er lie® sich, wie erwahnt, bei insgesamt 14 Zellen beob- 
achten, dauerte meist zwischen 5 Min. bis 15 Min. (zweimal bis 35 Min.) 
und war hiaufig bei Zellen zu finden, die vorplasmolysiert wurden 
(in zehn Fallen; vgl. Abb. 2d), wobei der exponentielle Anstieg dort 
offenbar eine starkere osmotische Wirksamkeit des Plasmolytikums gegen- 
iiber der endosmierenden Lésung anzeigte (vgl. isotonischer Koeffizient, 


S. 76 f.). 


Bei den noch verbleibenden vier Riickdehnungen mit exponentiellem An- 
stieg gelangten die Zellen unmittelbar in die endosmierende Lésung, so da 
osmotische Phinomene als Ursache ausschlieBen (vgl. Abb. 2c). Méglicher- 
weise spielen hier die geometrischen Verhiiltnisse, wie z. B. eine anfangs 
noch nicht so vollstindige Kuppenrundung, eine Rolle, doch steht die ge- 
uauere Priifung solcher Einzelfalle noch aus. 
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Bei Rickdehnungen mit Knickpunkt, die bei Doppelversuchen 
nach dem Konzentrationswechsel relativ hiufiger vorkommen (vgl. S. 58), 
zeigen sich diese nach durchschnittlich etwa 30 Min. (Extreme bei 3 Min. und 
900 Min.). Da sie bei dem in der Durchstrémungskammer véllig gleich- 
bleibenden Aufenmilieu auftreten, so liegen ihnen wohl Verainderungen in 
der Zelle selbst als Ursache zugrunde, wie sie etwa die Semipermeabilitat 
des Protoplasmas fiir die urspriinglich in der Vakuole vorhandenen Stoffe 
(Exosmose) oder die Gréfe der Permeabilitat fiir die endosmierende Sub- 
stanz betreffen kénnten. 


Es wire zunachst denkbar, daf der Protoplast, etwa infolge einer 
Schidigung durch die Plasmolyse, plétzlich die ideale Semipermeabilitat 
fiir die urspriinglich in der Vakuole vorhandenen osmotisch wirksamen 
Stoffe verliert und ein bestimmter Anteil von diesen in die Aufenlésung 
austritt. Eine solche Exosmose kénnte sehr kurzzeitig und nur voriiber- 
gehend im Augenblick des Knickpunktes oder wahrend der ganzen Dauer 
des auf den Knickpunkt folgenden Riickdehnungsabschnittes angenommen 
werden. Die erste Méglichkeit ist wohl auszuschlieRen, da dann eine wenn 
auch nur kurze und voriibergehende Volumverkleinerung des Protoplasten 
sichtbar werden miiffte, wie sie in anderen Versuchen auch beobachtet 
wurde (Stadelmann 1952, p. 400). Andererseits ist auch ein vom Knick- 
punkt ab erfolgendes langsames Austreten von Stoffen aus der Vakuole in 
unserem Falle unwahrscheinlich, da sie wohl zu einer exponentiell fort- 
schreitenden Verlangsamung der Deplasmolyse fiihren wiirde und bei An- 
derungen der Exosmoseintensitét weitere Stérungen auftreten wiirden, so 


daf ein zeitproportionaler Verlauf in dem nach dem Knickpunkt folgenden 
Riickdehnungsabschnitt nicht mehr zu erwarten ist. 


Damit verbleibt als Erklarungsméglichkeit die Annahme einer 
plétzlichen Anderung der Plasmapermeabilitat im 
Moment des Knickpunktes, und zwar in Richtung einer Perme- 
abilitatsverringerung. Eine solche Annahme scheint auch dadurch nahe- 
liegend, da wiederholt auf Anderungen der Permeabilitét durch die Ein- 
wirkungen auch der Plasmolyse hingewiesen wurde (Lit.: 1956a, p. 103), 
so daB eine Riickdehnung mit Knickpunkt als der unmittelbare Ausdruck 
dieser Anderung bei der betreffenden Zelle anzusehen wire. Fiir diese 
Deutung lat sich bei Doppelversuchen (S. 54) durch den Vergleich ver- 
schieden berechneter Permeationskonstanten auch ein indirekter Beweis 
ableiten (vgl. S. 75 f.). 

Fat man eine Riickdehnung mit Knickpunkt als Ausdruck einer Per- 
meabilitatsinderung auf und gibt man das Ausmaf dieser Anderung als 
Quotient aus der Konstanten fiir den vor dem Knickpunkt liegenden Ab- 
schnitt und jener fiir den nach dem Knickpunkt liegenden Abschnitt an, so 
liegt sein Mittelwert fiir die 11 Einfachversuche mit Knickpunkt bei 2,15 
(Extremwerte 1,29 und 3,09). Bei den zweiten Teilversuchen der Doppel- 
versuche ist sein Wert 2.03 (1,32 und 3.28). Die Permeabilitat des Proto- 
plasten verringert sich also in beiden Versuchsgruppen derart, daf die 
Konstante K nach dem Knickpunkt durchschnittlich nur noch halb so grok 
ist wie vor diesem. 





Zur Permeabilitat der Epidermiszellen von Carduncellus eriocephalus 63 


4. Ausrechnung der Permeationskonstanten 


a) Berechnungsmethode 


Zur Ausrechnung der Permeationskonstanten wird die friiher abgeleitete 
Gleichung benutzt (Stadelmann 1951b, p. 778, 1956c): 


La 


Darin bedeutet 
b innere Zellbreite; 


L, die fiir einen Plasmolyseversuch in einer mit dem Diosmotikum isoto- 
nischen Aufenlésung ermitielte Lange des Protoplasten von Kuppe zu 
Kuppe; 


Lz und Lj Lange des Protoplasten von Kuppe zu Kuppe zur Zeit f= und fj; 
ts und fj die in der Riickdehnungsphase gelegenen Zeiten der Messung; 
K Permeationskonstante (Dimension L.T—"*). 


Fiir die Ermittlung von K geniigt es demnach, zwei Wertevaare der Variablen 
t und L (tj, Ly; ts, Ls) sowie die GréRe L, (welche sich nétigenfalls aus to, #7, 
und Lj, Ly extrapolieren laBt; vgl. 1956c, p. 707) und die Zellbreite b zu kennen 
(vgl. Abb. 1). Scheint diese einfache Berechnung auch in vielen Fallen ausreichend 
zu sein, so soll hier doch eine genauere Bestimmungsmethode gezeigt werden, die 
iiberall dort anwendbar ist, wo die Protoplastenlinge hiaufiger protokolliert wurde 
und so fiir den gleichen Protoplasten nicht nur je zwei, sondern mehrere Mef- 
werte von L und ¢ bekannt sind (vgl. Tabelle 1). Dieses Verfahren wird beson- 
ders dann angebracht sein, wenn die Riickdehnung langsam erfolgt und daher zwei 
nur willkiirlich herausgegriffene Einzelwerte von L mit gréReren Fehlern behaftet 
sein kénnen. 

Ausfiihrlichere Protokollierungen des Riickdehnungsverlaufes wurden bisher 
(vgl. 1952, p. 383) in der Weise ausgeweriet, da man die Wertepaare von L und ft 
in einem Zeit-Protoplastenlangen-Diagramm eintrigt und zwischen ihnen die Riick- 
dehnungsgerade nach dem freien Auge interpoliert. Diese Gerade lat sich, zu- 
mindest fiir den Hauptteil der Riickdehnung, stets zwanglos als die zwischen den 
Versuchspunkten optimal mégliche Riickdehnungskurve erkennen (vgl. 1952, p. 379.° 
380, Abb. 1 und 2), zumal die streng theoretisch geforderte Kriimmung der Riick- 
dehnungsgeraden vernachlissigbar gering ist (vgl. 1951 b, p. 781). Kommi die Riick- 
dehnungsgerade, wie es oft der Fall ist, dabei sehr flach zu liegen, so fiihren 
schon geringe Anderungen ihrer Neigung zu relativ groRen Schwankungen des 
Wertes von K, wodurch merkliche Fehler entstehen kénnen. 


Ein stets einwandfreies Verfahren zur Berechnung der Riickdehnungs- 
geraden unter Ausschaltung graphischer Hilfsmitiel ist die rein numerische 
Methode der kleinsten Quadrate (vgl. Linder 1945, p. 31), mit welcher 
sich fiir jeden Versuch in genau gleicher Weise die giinstigste Riickkdehnungs- 
gerade ermitteln laBt. Als Resultat folgt die Geradengleichung in der Form 


b= 8156 (3) 


wobei B der Richtungskoeffizient und C der Achsabschnitt der Geraden sind. 
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Natiirlich wird man auf eine graphische Darstellung der Riickdehnung im 
Zeit-Protoplastenlingen-Diagramm (vgl. Abb. 2 und 3) nicht vdllig verzichten, 
da es ja erforderlich ist, allfallige Unregelmafigkeiten zu erkennen. Zu niedrige 
Anfangswerte bleiben bei der Berechnung unberiicksichtigt und bei Auftreten eines 
Knickpunkies (vgl. S. 62) ist fiir den vor und nach diesem liegenden Abschnitt 
der Riickdehnung je eine Gerade zu interpolieren. 


Zur Ausfiihrung der Berechnung (vgl. nachfolgendes Beispiel) geht man 
zunachst von den Mittelwerten L,, und ¢,, fiir die Protoplastenlingen L und 
die Zeiten t der Messungen aus: 


[, T 49 thie. thn, | —Atbtgt sb i Fh 
: a . 


Lim = 
n n 


(4) 


Hernach ermittelt man fiir jeden einzelnen Wert L;, ¢; von L und t die 


Differenz 
L;—L, =L; und ¢;—t,, —t;. (5) 


Die einander zugehérigen Werte L, und t; werden vorzeichenrichtig multi- 
pliziert und alle Produkte addiert. Ferner wird noch die Summe der Qua- 
drate von t; gebildet. Der Quotient beider Summen ist die Richtungskon- 
stante B der Riickdehnungsgeraden: 


(t1—tm)(Li—Lm) + (t2—tm)(La—Lm) +... +(e = bn) (LiL) +--+ (tn tm) Lm) _ 
(t1 — tm)? + (t2 — tm)? +... + (ta — tm)? +... + (tn — tm)? 


B= 


(6) 


Der Achsabschnitt C folgt aus der Formel (vgl. Linder 1945, p. 30 f): 
C=—L,—B.t,. (7) 


Die auf die Zeit ¢,, bei Einlegen des Schnittes in die diosmierende L6- 
sung extrapolierte Protoplastenlange L, wird damit 


L,=B .t,+C=B.t,+L,—B.ty (8) 


Zur Einheitlichkeit der Versuchsauswertung wurden fiir die an sich frei 
wiahlbaren Zeiten t]7 und ts stets das Ende des ersten bzw. dritten Viertels 
der gesamten Zeitdauer eingesetzt, wahrend welcher die Messungen der 
Protoplastenlangen fiir die Berechnung der Geraden benuizt sind. Ist also 
t, die Zeit des ersten zur Berechnung der Geraden eingesetzten Wertes von 
L und t, diejenige des letzten L-Wertes, so wird: 

tt=ti4+ ts "i 1 Qtr." r J (9) 
Mit diesen Werten von tj und ¢3 lassen sich aus der Geradengleichung (3) 
analog (8) die Gréfen Lz und Ls leicht ermitteln, womit dann alle fiir 
die Gleichung (2) erforderlichen Werte bekannt sind. 
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Die Frage, inwieweit der héhere mathematische Aufwand, bedingt durch das 
auf der Beriicksichtigung méglichst aller Faktoren beruhende Berechnungsver- 
fahren und das Streben nach héherer Rechengenauigkeit, fiir Versuche an biologi- 
schen Objekten sinnvoll ist, laRt sich vielleicht dahin beantworten, daf nur, wenn 
die aus Messung und Berechnung entstehenden Fehler klein gehalten werden, 
die durch die Variabilitaét der Versuchsobjekte bedingten Unterschiede der Resul- 
tate als solcherart entstanden aufgefaRt werden kénnen. Sie vermégen dann wieder 
zu einem tieferen Einblick in die Verhaltnisse, wie sie im Objekt vorliegen, und 
in die Bedeutung der experimentellen Bedingungen zu fiihren (vgl. Resiihr 
1936, p. 436). Auch der zeitliche Aufwand zur Ausfiihrung der Berechnung fiir 
jeden einzelnen Protoplasten spielt bei Verwendung von Rechenautomaten eine 
villig untergeordnete Rolle. 


Im folgenden Berechnungsbeispiel wird zunichst mit den protokollierten 
MeReinheiten [Minuten bzw. Mikrometerteilstrichen (')| operiert und erst am 
Schlu8® bei Ermittlung von K die Umrechnung auf das CGS-System voll- 
zogen. Der Berechnungsgang erfolgte mit vierstelligen Zahlenangaben, um 
die sich aus den Rechenoperationen selbst ergebenden Fehler der letzten 
Stellen zu verringern, und erst beim Wert fiir K werden die enisprechend 
der unten angegebenen durchschnittlichen Fehlergrenze iiberfliissigen Dezi- 
malen weggelassen. 

a) Versuchsangaben: 

Versuchsnummer: V98TV1i; Objekt: Carduncellus, Riickdehnung in 1,0m 
Harnstofflésung. Innere Zellbreite b = 9,0’; innere Zellange h = 48,5’; Mikrometer- 


Eichung: 1’ = 2,07 4; Zeitpunkt des Einlegens des Schnittes in das Diosmotikum 
t, = 0,00 Min. 


Tab. 1. Messungen der Protoplastenlinge L méhrend 
der Riickdehnung. 





Messung | ¢ (Min.) L (’) 





6,17 

7,17 

8,17 

9,17 
10,83 
11,83 
12,50 
13,00 
14,02 
15,00 46,0 
16,00 46,3 
17,00 47,0 
18,00 46,8 
19,00 | 47,0 
Summe | 177,86 | 687,8 


Pm 0 bo 


CHABM 





Die graphische Darstellung der in Tab. 1 angefiihrten ¢- und L-Werte zeigt 
keine Unregelmafigkeiten der Riickdehnung, so da aud: die ersten Messungen 
in die Auswertung einbezogen werden und ein Knicxpunkt wegfiallt. 

Protoplasma, Bd. L/J 
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6) Berechnung der Gleichung fiir die Riickdehnungs- 
gerade: 


Nach Gleichung (4) folgen aus den Summen der L- und t-Werte (2 L = 637.8’; 
~ t = 177,86 Min.) und der Anzahl der Messungen (14) die Mittelwerte L,, und t »: 


Zt 177,86 
ta = —— = —_— 


a oe 
SL 


= 12,70 Min., und 
Ln = 


Man bildet nun fiir jede einzelne Messung die Differenz (Lj; — Lm) =; und 
(t; — tm) = t;, deren Produkte L; .¢;, die Quadrate t;? sowie L;? (letztere Gréfe nur 
zur Berechnung von B; vgl. S. 58f.) und addiert diese Werte schlieflich zu den 


Summen (Tab. 2) 
L. 
Tab. 2. Zur Berechnung der Ricitungskonstanten B der Riickkdehnungsgeraden (aus 


rechnungstechnischen Griinden ist der maximale Stellenwert des Resultats an- 
gegeben) 





Messung i ; ;- L; | t;? L? 





13,713 
7,742 
3,624 
2,471 
0,748 
0,087 
0,020 
0,000 

— 0,132 
0,920 
2,310 
6,020 
6,360 
8,820 


42,6409 
30,5809 
20,5209 
12,4609 
3,4969 
0,7569 
0,0400 
0,0900 
1,7424 
5,2900 
10,8900 
18,4900 
28,0900 
39,6900 


4,41 
1,96 
0,64 
0,49 
0,16 
0,01 
0,01 
0,00 
0,01 
0,16 
0,49 
1,96 
1,44 
1,96 





Summe 52,703 


Mit diesen Summen wird die Richtungskonstanie B der Riickdehnungsgeraden 


nach Formel (6) 


B= 22" _ 0,2453’/Min. 


und damit der Achsabschnitt C nach (7): 


214,7798 


C = 45,6 — 0,245 . 12,7 = 45,6 — 3,4 = 45,5’. 


Als Gleichung (3) fiir die Riickdehnungsgerade folgt daraus: 


L = 0,2453 ..t + 42,5. 


13,70 
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7) Berechnung von [y,¢;, ts, Ly, Ly und (Ly— 1). 


Setzt man in obiger Gleichung der Riickdehnungsgeraden fiir ¢ den Wert von 
t, ein, so folgt unmittelbar die Gréfe der zugehérigen Protoplastenlange L,. Da 
hier ft; = 0 Min. ist, wird also 


Lo = 45’; 


tj und ¢3 ergeben sich aus Formel (9): Die erste der Messungen (f,) erfolgte um 
6,17 Min. und die letzte (tn) um 19,00 Min., so daB wird 


19,00 — 6,17 
tz = 6,17 + ~—— 


— = 6,17 + 3,21 = 9,38 Min. 
t = 19,00 — 3,21 = 15,79 Min. 

Jeder dieser beiden Werte in die Gleichung der Riickdehnungsgeraden eingesetzt, 
werden die Protoplastenlingen [yj und Ls: 

Lz = 0,245 . 9,38 + 42,5 = 2,3 + 42,5 = 44,8’; 

Lz = 0,245 . 15,79 + 42,5 = 3,9 + 42,5 = 46,4’, 

Die Differenz (Ls — Lj) wiirde, aus den obigen Werten Lz und Ls errechnet, 

nur auf zwei Stellen genau zu berechnen sein; sie laRt sich aber mit héherer Ge- 
nauigkeit direkt aus der Richtungskonstanten B und der Zeitdifferenz (ts; — t;) 


ableiten: 
Nach Gleichung (3) folgt zunachst: 


Lg —L; = ty. B—C — (6. B — C) = (ty — t).B. 


Fiir (ts —t;) ergibt sich aus Formel (9): 


tn —t f tn —t 
ts — tj =ta — L(+ SE | ee 


9 


4 


Mit obigen Zahlenwerten wird dann 
19,00 — 6,17 


(tz — t;) = = 6,415 Min. 


und hieraus nach Gleichung (10): 
(Ls — Lz) = 0,2453 . 6,445 = 1,574’. 


Damit sind alle sich aus der Riickdehnungsgeraden ergebenden Gréfen zur Aus- 
rechnung des Permeabilititsfaktors K nach Formel (2) zahlenmafig bekannt. 


6) Ausrechnung der Permeationskonstanten. 


Auer den oben errechneten Gréfen sind der Quotient » und der Umrech- 
nungsfaktor fiir die Angabe von K in cm/sec zu ermitteln. Fiir b folgt aus den Ver- 
suchsangaben 


b 
= 3,0’. 


b=9,0’ und damit 3 


Der Umrechnungsfaktor wird zweckmaRigerweise mit dem Quotienten zum 


4 
Faktor F vereinigt. Da 1’ = 2,07 u ist, ergibt sich der Umrechnungsfaktor zu 
0,000207 , em/sec 
——————- = 6 carinnean: @ 
aa 3,45 . 10— 7]Min. * 
und daraus 
cm/sec 


1 
= —.3,45.10-6 = 8,63.10—-7 —_—. 
F = 7.345. 10— 3 7]Miin. 
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GréRen in Gleichung (2) eingesetzt, gibt schlieflich: 


b Ls 
b- a 5 hE. 
= fF-- —— Oa SOS. = 


Ie) 


46,4 
8,63 . 9,0 - 11,574 — 3,0.In 


44,8 
—— +40 





(42,5 — 3,0). 6,415 


= - ln on +1077 = 4,50 . 10-8 em/sec. 
39,5 6,415 vais 
Da die Angabe der zu messenden Gréfen nur mit endlicher Genauigkeit 
erfolgen kann, bleibt noch zu untersuchen, wie stark sich diese Fehler auf 
die Gréfe von K auswirken. Ausgehend von der Gaufschen Formel 
(vgl. Stadelmann 1956b, p. 186) wurden zunichst die erforderlichen 
partiellen Differentialquotienten abgeleitet, ihr Wert fiir vier Riickdehnun- 


dK 
gen numerisch ermittelt und schlieBlich der relative Fehler x mit Hilfe 


der Formel 


oe YES = AS + + Fe [TG + AT + Fo 


cm/sec (13) 
bestimmt. Es zeigt sich, daB seine Grofe fiir die hier angenommenen Fehler 
: cm/sec 
der Einzelmessungen (dL =0,1'; dt—0,05 Min.; dF —2,5.10- ° iin. ) 
stets unter vier Prozent bleibt, sofern nicht nur eine sehr geringe Zahl von 
MeRpunkien vorliegt, so daft der Faktor K ein genaues Maf fiir die Perme- 
abilitat und deren individuelle Streuungen ist. 


b) Die GréBe der Permeabilitait fiir Harnstoff und 
Glycerin 


Die nach der oben angegebenen Methode berechneten Permeationskon- 
stanten der zeitproportionalen Riickdehnungen in Harnstoff und Glycerin 
sind in Tab. 3, geordnet nach Diosmotikum, Art und Dauer der Vorbehand- 
lung, angefiihri. Bei Riikkdehnungen mit Knickpunkt wurde nur der vor 
diesem gelegene Abschnitt und bei Doppelversuchen (vgl. S. 54) nur der 
erste Teilversuch ausgewertet. 


Zum Vergleich ist ferner noch die Konstante P’ nach Héfler (1934, p. 226; 
berechnet nach Gleichung [IV, 77] bei Stadelmann 1956b, p. 169) angegeben. 
Auch der mittels des extrapolierten Wertes von L, ermittelte osmotische Grund- 
wert Og, das Zellvolumen Vz und die Menge mu (vgl. 1951 b, p. 777) der in der 
Vakuole osmotisch wirksamen urspriinglich vorhandenen Substanz wurde er- 
rechnet, wofiir die Formeln 
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und 


dienten. 


SchlieBlich sind in Tab. 4 fiir die Permeationskonstante K, fiir Og und 
mu noch die arithmethischen Mittel dieser Gréfen, die Standardabweichung s und 
die relative Streuung s,,; in Prozenten des Mittelwertes zusammengefaft. Die Be- 
rechnung von s und s,,, erfolgte nach folgenden Gleichungen: 

i= n , : 
(No— Ne) 
$ (N=K,Ogbzw.my) (17) 


n—1 


y 


é 


100.5 
Srel = at Be (18) 
‘Nm 


Tab. 3. Permeationskonstante K (Stadelmann 1951b) und P’ (Héfler 1934, 

p. 226), osmotischer Grundwert Oy, Zelloolumen Vz, Menge mx der urspriinglich 

in der Vakuole vorhandenen osmotisch wirksamen Substanz und das Maf B fiir 

die Gréfe der Streuung der Mefpunkte um die Riickdehnungsgerade (vgl. S. 58 f.) 
bei den untersuchten Zellen 


a) Harnstoffversuche 


. Keine Vorbehandlung oder nur Vorwisserung 





Og Mu K Pag 
. 10-2 | .10-8 . 10-3 
mol/Lit. mol em/sec | Min. 


Harnstoffkon- 
zentration 


Dauer in Min. 
mol/Lit. 


Wasserung 





0,812 | S23 | Qiao | | 0,944 
0,573 4,39 2,21 23 | 0,943 
0,638 3,65 | 2,07 0,990/0,935 
0,857 9,18 | 49,7 0,977/0,984 
0,608 8,31 | 3,05 0,995 
0,641 2,07 1,89 0,995 
0,564 6,17 4,24 0,979/0,943 
0,342 1,65 151 0,975/0,966 
0,742 10.9 | 4,51 0,962/0,951 
0,657 7,62 29,6 0,991/0,995 
0,581 4,69 1,18 0,773 
0,603 2,53 32,4 0,951 
0,622 2,93 3,14 0,995 
0,571 2,26 67,7 0,778/0,972 
0,563 3,01 2,71 0,974/0,987 
0,567 3 0,688 | 16,9 0,996/0,987 
0,460 3,20 6,50 2, 0,957 


= 
oe 


bo bo 


@ bo 


ranawnwww hs we 
o —_ 


b= & 
m bo bo 
“1 Ww 
a1 
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2. Vorwasserung mit Vorplasmolyse 





| mol 


Dauer in Min. 
Glucose-Kon- 
zentration 
mol/Lit. 
Dauer in Min. 
zentration 
mol/Lit. 


Zelle Nr 
Wasserung 
Vorplasmolyse 


‘Harnstoff kon. 





ers. 79 | 6,16 | 2,68 | 0,984/0,988 
111 | # 218,5 | 6,36 | 4,65 | 0,987/0,911 
112 | 233,25 | 4,84 | 3,68 | 0,975/0,991 
113 249,25 | | 4,19 | 2,19 | 0,977/0,987 
114 | 810,75 | | 0,868 | 0,247) 0,975/0,987 
264,5+ | 
110Z1 1 | 137 | | 8,37 0,982/0,971 
264,5+ 


9 | D | 2 
110Z2 | 1 137 | 3,93 0,970/0,928 


3. Vorplasinolyse ohne Vorwisserung 





Vorplasmolyse 
Glucose-Kon- 
zentration 
mol/Lit. 


Og. | Vz mu K 
10-4 | . 10-8 


em? mol 


Harnstoffkon- 


Dauer in Min. 
zentration 


Za 
& 
o 
N 





1,3 | 119,5 1,3 | 0,553 2,3 0,988/0,973 
1,3 P 1,3 0,393 | 0,987/0,963 
1,0 1,0 0,551 | | | 0,946 
1,0 24,8, 1,17 | 0,552 | | | 2 0,964 
109 1,0 724,9| 1,0 0,413 | 0, 0,993/0,955 
147*) 1,0 1,0 0,62 | 0,989 
132 1,0 1,105 | 0,487 | 0,874 
120 "1,0 1,0 0,451 | | 0,999/0,961 
146 1,0  1407,5) 1,0 0,597 | ‘ 0,989 
130 1,0  |1410,3, 1,0 0,478 | | 7 0,926 
123 1,0 (1438,1) 1,0 0,367 912 0,998 
137 1,0 (1620,2) 1,105 | 0,553 i! 0,833 
128 0,70 229841 0,70 | 0,516 373 «0,938 
119Z2 1,3 2371,6| 1,3 0,533 | 2, r 0,909 
125 1,0 2754,3 1,0 | 0,503 | 0,987 
141 1,0 3005.4 1,105 | 0,486 0,653 0,985 


—_— i ht 
oS 
em bo ot @ 


*) Teilprotoplast; fiir h wurde entsprechend dem geschitzten Volumanteil ein 
reduzierter Wert eingesetzt. 
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b) Glycerinversuche 





Og K 
| .1072 | .10-8 


mol/Lit. mol | cm/sec. 


Dauer in Min. 
konzentration 


Zelle Nr 
Wasserung 
Glycerin- 





0,625 8,76 | 5,47 5,40 0,977/0,995 
0,463 5,35 | 2,49 8,66 0,963 
0,795 5,65 4,49 0,193 | 0,977 
0,588 11,8 | 6,91 2,07 0,984 
0,511 | 4,77 2,44 | 1,01 0,965 
0,736 | 8,21 6,05 5,56 0,979 
0,702 5,90 4,14 4,06 0,995 
0,682 | 4,71 3,21 | 6,89 0,974 
0,630 | 10,2 6,44 | 0,144 0,860 
164 Z2 0,600 14,8 | 8,91 | 0,166 0,864 
16423 | 0,572 10,5 6,02 | 0,134 0,945 
134 | 0,621 | 825 | 5,13 | 7,97 0,995 
136 | | 0,671 | 11,9 | 7,98 | | 9,62 0,989/0,994 
139 0,451 | 146 | 6,57 | 1,59 0,987 
138 0,524 | 11,9 | 6,24 | 9,70 0,988 
133 | 0,611 | 15,1 9,21 4,70 0,972 
140 | 0,645 11,3 | 7,20 | 1,61 0,992 
149 | 0,429 | 148 | 6,36 0,161 0,983 


142 
143 
150Z2 
151 
153 
154 
156 
157 
164Z1 


eoocoooooo o°9° © 


Tab. 4. Mittelwerte, Standardabweichung s und relative Streuung |srei] der Perme- 
ationskonstanten K, des osmotischen Grundmertes Og und der Menge mu der in der 
Vakuole urspriinglich vorhandenen osmotisch wirksamen Substanz. 





Urspriinglich vorhandene, 
Permeationskonstante K Osmotischer GrundwertOg | osmotisch wirksame Sub- 
stanz my 
Mittel- | Mittel- Mittel- | 
wert Km | : wert Ogm 2 wert mum | 
-10°* | -10¢°= 


cm/sec : mol/Lit. mol 


8 





3,271 | 1,092 | 0,612 | 0,119 2 4,44 
4,97 2,36 0,696 | 0,176 ‘ 4,12 
2,77 1,64 5¢ 0,503 | 0,0712 3,37 
3,34 1,91 0,583 | 0,133 23 3,96 
7,27 | 6,90 0,603 | 0,0992 | 16 5,85 | 


A Harnstoffversuche ohne Vorbehandlung oder nur Vorwiasserung; 
B Harnstoffversuche mit Vorwdsserung und Vorplasmolyse; 

C Harnstoffversuche mit Vorplasmolyse ohne Vorwisserung; 

D Harnstoffversuche total; 

E Glycerinversuche ohne Vorbehandlung oder nur Vorwdsserung. 


1 Die extrem abweichenden K-Werte der Zellen Nr. 102, 104, 106, 100, 103 und 
99 wurden bei der Ermittlung von Km, s und srei nicht beriicksichtigt. 
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Bei Tab. 3 fallt besonders die relativ sehr grofe Streuung der Perme- 
ationskonstanten K fiir die einzelnen Zellen auf, was auch in dem Wert 
von Gréfe s (Tab. 4) zum Ausdruck kommt. Diese starken individuellen 
Unterschiede der Protoplasmapermeabilitat gegeniiber den bei den ein- 
heimischen Objekten iiblichen sind zum Teil dadurch bedingt, da jede der 
Zellen einer anderen Versuchspflanze angehérte, doch wird sie in erster 
Linie wohl mit Aufenfaktoren (Temperatur, Tageszeit, Wasserversorgung 
etc.) zusammenhangen, deren Erfassung nicht im Rahmen dieser Unter- 
suchungen liegen konnte. Der osmotische Grundwert der Zellen zeigt dem- 
gegeniiber eine wesentlich geringere Streuung, scheint also in viel kleinerem 
Ausmafi den Alterationen zu folgen, welche die Permeabilitat des Proto- 
plasmas so stark verandern. 


Eine schwach ausgeprigte Beziehung ist bei Versuchen ohne Vorplasmolyse 
zwischen der Gréfe der Permeationskonstanten K und der Zeit der spharischen 
Rundung (Zeitdauer, die vom Einlegen des Objekts in die endosmierende Lésung 
bis zur Ausbildung voéllig gerundeter Kuppen vergeht; Eibl 1939, p. 534) vor- 
handen, indem bei héherer Permeationskonstanten diese Zeitdauer durchschnittlich 
geringer wird. Auf einen Parallelismus zwischen Anderungen der Plasmolysezeit 
und der Permeabilitét nach Wuchsstoffwirkung wurde auch von Masuda und 
Takada (1957, p. 650) hingewiesen. 

Zwischen den GréBen K, mu und Og untereinander lief sich keinerlei Kor- 
relation feststellen, und auch die Priifung der Unterschiede der K m-Werte (Tab. 4) 
mittels ¢-Test und X-Test (van der Waerden und Nievergelt 1956) er- 
gab weder innerhalb der Gruppen der Harnstoffversuche noch zwischen diesen 
in ihrer Gesamtheit gegeniiber den Glycerinversuchen eine Signifikanz. 

Die fiir eine statistischhe Normalverteilung bestehende Bedingung, daf etwa 
68,3 Prozent der einzelnen Mefwerte innerhalb der Grenzen Mitielwert + Standard- 
abweichung und Mitielwert — Standardabweichung liegen, wird fiir den osmotischen 
Grundwert O, stets erfiillt, waihrend dieser Prozentsatz bei K und mu nicht in 
allen Versuchsgruppen so hoch liegt, woraus geschlossen werden kinnte, da dort 
vielleicht Verteilungen anderer Art vorliegen. Eine weitergehendere statistische 
Auswertung des hier vorliegenden Zahlenmaterials scheint angesichts seines zu 
geringen Umfanges und der hohen Streuungen nicht angebracht und wird leichter 
an optimalen Zellsorten heimischer Pflanzen zu verfolgen sein. 


5. Weitere Versuchsergebnisse 


a) Die Konzentrationsabhangigkeit der Riick- 
dehnung 

Nachdem aus theoretischen Ableitungen (Sta delmann 1951 b, p. 783) 
folgt, daB® bei Gleichbleiben der Permeationskonstanten als solcher die 
Riickdehnung in verschiedenen Konzentrationen verschieden schnell ver- 
lauft und die Grée dieses Unterschiedes vom Verhiltnis der beiden Kon- 
zentrationen abhiangt, sollte auch diese Beziehung hier zur Priifung der 
Formel fiir die Permeationskonstante dienen. Dies kann entweder ge- 
schehen, indem man untersucht, in welchem Mafe fiir dieselbe Zelle bei 
Konzentrationswechsel die Anderungen der Riickdehnungsgeschwindigkeit 
in ihrer GréBe mit der theoretisch zu erwartenden iibereinstimmt oder in- 
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dem die Permeationskonstanten fiir den Teilversuch vor und nach dem 
Konzentrationswechsel berechnet und miteinander verglichen werden. 
Solche Untersuchungen erfolgten bisher nur in einem sehr geringen Um- 
fange (1952, p. 386), wobei sich im wesentlichen die theoretisch geforderte 
Beziehung bestatigte. 
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Abb. 5. Beispiele von Doppelversuchen. a Bei Wechsel von héherer Konzentration 
zu niedrigerer (Zelle 114). Harnstoff, C1 =1,7m, C2=1,3m; nach 3 Min. Vor- 
wasserung und 13 Std. Vorplasmolyse in 1,3m Glucose; h— 50,0’; b= 20,5’. 
b Bei Wechsel von niedrigerer Konzentration zu héherer (Zelle 112). Harnstoff, 
Ci=1,3m, C2=1,7m; nach 4 Std. Vorplasmolyse in 1,3m Glucose; h = 32,3’; 


b= 14,5’. Abszissen: Zeit in Min.; Ordinaten: Protoplastenlangen L in ’; 1’ = 2,07 «: 

h innere Zellinge; b innere Zellbreite. G interpolierte Riickdehnungsgerade; 

Le Protoplastenlinge in der ersten Konzentration unmittelbar vor dem Konzen- 

trationswechsel. Lo’ Protoplastenlange in der zweiten Konzentration unmittelbar 

nach dem Konzentrationswechsel, extrapoliert mittels der Riickdehnungsgeraden 
des 2. Teilversuches. 


Die Erfassung dieser Konzentrationsabhangigkeit kann nur in der als 
.Doppelversuche* (vgl. S. 54) bezeichneten Versuchsanordnung bei genauer 
Protokollierung der Deplasmolysen in beiden Teilversuchen erfolgen (vgl. 
Abb. 5 und als Schema von Riickdehnungen mit Knickpunkien Abb. 6). 
Ahnliche genaue Registrierungen der Protoplastenlangen bei gleichzeitigem 
Wechsel der Milieufliissigkeit waren bisher nur nach einer Anderung deren 
qualitativer Zusammensetzung beschrieben (vgl. Collander 1933, p. 67 f., 
1949, p. 306; Casari 1953, p. 429f.). 


Bei den hier angefiihrien 22 Doppelversuchen mit zeitproportionaler 
Riickdehnung wurde allein in einem Falle von einer héheren auf eine nied- 
rigere Konzentration gewechselt (Abb. 5 a) und nur zwei Versuche erfolgten 
mit Glycerin statt Harnstoff als Diosmotikum. Zur Priifung der Konzen- 
trationsabhingigkeit wurden hier die Permeationskonstanten beider Teil- 
versuche (TV) berechnet, und das Ausmaf ihrer Ubereinstimmung als 


K y.0v : 
Quotient R = K —— beider Werte ermittelt. 
2. TV 
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Der Wert von Lo fiir die Gleichung (12) zur Berechnung von K fiir den zweiten 
Teilversuch wurde aus jenem von Lo des ersten Teilversuchs unter Beriicksichtigung 
der Konzentrationsverschiedenheit nach der Beziehung 


ee ae (9) 


ermittelt (vgl. Stadelmann 1952, p. 385). Hatte der zweite Teilversuch einen 
Knickpunkt, so wurde selbstverstiandlich die fiir den vor diesem gelegenen Ab- 
schnitt (A’, Abb. 6) berechnete Konstanite K zum Vergleich herangezogen, ebenso 


f 


Knickpunkt 
ee al 


2.Abschnitt(B) ies sid 
‘ La. Abschnitt [A')_.2.Abschnitt(B') > 
des ersten Teilversuches des zweiten Teilversuches 


Konzentration C4 Konzentration C2 




















Abb. 6. Schema eines Doppelversuches mit Knickpunkt im ersten und zweiten 
Teilversuch. A bzw. A’ der vor dem Knickpunkt liegende Abschnitt des ersten bzw. 
zweiten Teilversuches. B bzw. B’ der nach dem Knickpunkt liegende Abschnitt des 
ersten bzw. zweiten Teilversuches. L, die fiir den Beginn des ersten Teilversuches 
aus der Riickdehnungsgeraden des ersten Abschnittes extrapolierte Protoplasten- 
lange. L,’, L,’’ und L, wie in Abb. 5. Abszisse: Zeit; Ordinate: Protoplastenlange. 


wie umgekehrt bei einem Knickpunkt im ersten Teilversuch nur jener K-Wert 
verglichen wird, der fiir den 2. Abschnitt (B) folgt. Zur Extrapolation von Lo ist 
allerdings auch dann die Gerade des ersten Abschnittes (A) eines solchen ersten 
Teilversuches verwendet, da diese ja zweifellos den urspriinglicheren Verlauf der 
Riickdehnung darstellt. 


Die Gréfe dieses Quotienten R zeigt meist eine nur relativ geringe 
Abweichung vom geforderten Wert eins; das Mittel aller R-Werte der 22 
Versuche liegt bei 1,14 und die Extremen bei 1,70 bzw. 0,756. Betrachtet 
man angesichts der zweifellos recht grofen Empfindlichkeit der Riick- 
dehnungsgeschwindigkeit gegeniiber sekundaren Einfliissen Abweichungen 
von R innerhalb der Grenzen 0,740—1,35 noch als zulassig, so liegen nur 
fiinf Zellen, d. h. weniger als ein Viertel aller Versuche, auferhalb dieses 
Bereichs. Damit scheint die Konzentrationsabhiaingigkeit 
der Riickdehnung innerhalb entsprechender Fehler- 
grenzenin ihrem theoretisch geforderten Wert gut be- 
statigt und die Richtigkeit der Ableitung des Perme- 
abilitatsma8es auch von dieser Seite her belegt. 
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Ist die hohe Ubereinstimmung der K-Werte beider Teilversuche schon 
als Beweis fiir die richtige Steigung der Geraden des zweiten Teilversuches 
zu deuten, so besteht noch die Mdéglichkeit zur Kontrolle ihrer Lage mit 
Hilfe des fiir den Beginn des zweiten Teilversuches extrapolierten Wertes 


L,’ (vgl. Abb. 6). 


Da dieser ein Ausdruck fiir die Gesamtmenge der in der Vakuole dann 
enthaltenen osmotisch wirksamen Substanz ist (vgl. Stadelmann 1952, 
p. 386), so gilt die Beziehung 


(t0’— 3): Cian (Ls re 5) Cx (20) 


wobei L,; die Lange des Protoplasten in der ersten Konzentration unmittel- 
bar vor dem Konzentrationswechsel bedeutet. 


Berechnet man aus den Doppelversuchen den Quotienten 


der im Idealfall eins sein soll, und nimmt man hiezu bei den zwolf zweiten 
Riickdehnungen mit Knickpunkt den Wert L,’, welcher sich aus der Riick- 
dehnungsgeraden vor dem Knickpunkt ergibt, so wird Q im Mittel 0,960 
mit den Extremwerten bei 1,03 und 0,811, weicht also meist nur um wenige 
Prozente von seiner theoretisch geforderten Gréfe ab, so da die Lage der 
interpolierten Geraden weitgehend bestatigt wird. Mit Ausnahme zweier 
Versuche sind alle Einzelwerte von Q kleiner als eins, was wohl auf das 
Vorliegen einer systematischen Abweichung hinweist. 


Bei der Diskussion der Riickdehnungen mit Knickpunkt wurde dieser 
einem plétzlichen Wechsel der Plasmapermeabilitat zugeschrieben. In Dop- 
pelversuchen mit Knickpunkt im zweiten Teilversuch mii&te demnach der 
vor dem Knickpunkt gelegene Abschnitt mit dem ersten Teilversuch besser 
iibereinstimmen als der nach dem Knickpunkt folgende. Stellt hingegen der 
erste Abschnitt nur eine Anfangsstérung des im zweiten Abschnitt erst 
normalen Deplasmolyseverlaufes dar, so wiirde die Permeationskonstante 
des zweiten Abschnittes des zweiten Teilversuches eher jener des ersten 
Teilversuches entsprechen. Ahnliche Uberlegungen gelten auch fiir die Pro- 
toplastenlange L,’ bzw. der aus dem zweiten Abschnitt fiir den Beginn des 
zweiten Teilversuches extrapolierten GréRe L,” (vgl. Abb. 6). Bei den zwilf 
Doppelversuchen mit Knickpunkt in der zweiten Riickdehnung zeigt sich 
nun nach Tab. 5 taisachlich bei den Quotienten Q und R stets ein besserer 
Wert, wenn zu ihrer Berechnung der erste Abschnitt des zweiten Teilver- 
suches benutzt wurde, so da also die Annahme einer Permeabilitats- 
anderung als Ursache der Knickpunkte dem experimentellen Befund ent- 
spricht. 
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Tab. 5. Gréfe der Quotienten Q und R bei Versuchen mit Knickpunkt im zmeiten 
Teilversuch. 


| 


a 


L,’ Extrapolierte Protoplastenlinge fiir den Zeitpunkt der Einleitung der zweiten 
Konzentration, berechnet aus dem vor dem Knickpunkt gelegenen Abschnitt der 
Riickdehnung. 

L,’’ wie L,’, jedoch berechnet aus dem nach dem Knickpunkt gelegenen Riick- 
dehnungsabschnitt (vgl. Abb. 6). 


aeey K 1.1Vv 


= ——— es 
sate K 2.TV(1) ? K 2.Tv(2) 


Ky,.py Permeationskonstante fiir den ersten Teilversuch. 
Ko.ryi1) Permeationskonstante fiir den ersten Abschnitt des zweiten Teilversuchs. 
Ke. yyg) Permeationskonstante fiir den zweiten Abschnitt des zweiten Teil- 


versuchs. 





] 
Zelle | 
Nr. Q1 | Qe 





99 | 0,851 0,774 
104 0,992 | 0,955 
105 0,980 | 0,880 
106 1,02 0,966 1,02 
109 0,958 0,912 1,32 
110Z1| 0,921 3 1,23 
113 0,905 0,724 | 0,778 
115 0,990 0,881 0,756 
117 | 0,935 0,853 1,06 
120 0,989 0,900 | 0,947 
136 0,988 0,930 | 0,935 
142 0,976 | 0,833 | 41,39 


1 nicht berechnet. 


b) Beobachtungen zum isotonischen Koeffizientenund 
Plasmolytikumwechsel-Effekt 


Nachdem die isotonischen Koeffizienten verschiedener Substanzen bei 
einigen Versuchspflanzen vom theoretisch erwarteten Wert bisweilen er- 
heblich abweichen (Fitting 1919), schien es von Interesse, diese GréBen 
auch an Carduncellus orientierend zu untersuchen, was die hier benutzte 
Versuchsanordnung noch besonders erleichtert. Der Grundgedanke bestand 
dabei darin, festzustellen, ob der aus der Deplasmolyse in Harnstoff und 
Glycerin fiir den Beginn der Riickdehnung extrapolierte Wert L, der 
Protoplastenlange mit dem in der Vorplasmolyse in genau gleichmolar 
konzentrierter Glucose beobachteten L,-Wert iibereinstimmt. Andernfalls 
laBt sich aus der Volumen-Konzentrationsbeziehung (vgl. Stadelmann 
1952, p. 385) unmittelbar der osmotische Koeffizient ableiten, wobei einer 
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héheren osmotischen Wirksamkeit des betreffenden Plasmolytikums im 
Gleichgewicht ein kleineres Protoplastenvolumen entspricht. Das Verhilt- 
nis a der osmotischen Wirksamkeit W, und W, zweier Aufenlésungen 
Ci und C3 ist daher 


(21) 


Sind die beiden molaren Konzentrationen gleich groR (Cj = C3 = C%*), so 
wird a der isotonische Koeffizient a (Fitting 1919, p. 2: osmotische Koeffizient). 
Fiir verschieden hohe molare Konzentrationen C{ und C5 ist schlieBlich 


Wi ( 


=eC= 


We ( 


da aus der Volumen-Konzentrationsbeziehung fiir die bei der Konzentration C* 
gemessene Protoplastenlange Li; und ihren bei der Konzentration C{ gefunde- 
nen Wert Lj, gilt 


* b 
(uc a gl 
welche Beziehung sich ebenso auch fiir Z*%. und C$ anwenden laft. 


Bestimmt man hier die osmotische Wirksamkeit des Harnstoffs, bezogen 
auf jene der Glucose, so wird demnach: 


b 
(1. Ta = . Ca 
—_—— ? —, 


Darin bedeutet: 


a  isotonischer Koeffizient des Harnstoffs, bezogen auf Glucose gleich 
eins. 

L,, Protoplastenlange im Gleichgewichiszustand, bei der Vorplasmolyse 
im Traubenzucker. 
aus der Deplasmolyse in Harnstoff extrapolierte Protoplasien- 
lange fiir den Beginn des Einlegens des Schnittes in die Harnstoff- 
lésung. 

Cg, molare Konzeniration der Glucoselésung. 

Cz molare Konzentration der Harnstofflésung. 


Bei den zwolf fiir die Ermitthung von a geeigneten Harnstoffversuchen 
mit Vorplasmolyse ohne Vorwdsserung, bei welchen die Konzentrationen 
von Zucker und Harnstoff mittels Mefkélbchens genau hergestellt wurden, 
ergab sich der Mittelwert « —0,88 mit den Extremen 0,78 und 0,93. Diese 
GréBe stimmt sehr gut mit jenen von Fitting (1919, p. 78) und de Vries 
(1889, p. 333/565) an Rhoeo discolor bzw. Rhoeo discolor und Begonia mani- 
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cata ermittelten Werten iiberein (0,89 und 0,91 bzw. 0.9 und 0,92 [vgl. 
Fitting 1919, p. 70]), welche auf Rohrzucker bezogen sind. Da das hier 
angewandte Versuchsverfahren die Permeation von vornherein beriick- 
sichtigt, so ist ein solcher von eins verschiedener Koeffizient bei gleich- 
molaren Lésungen zweier Anelektrolyte der eindeutige Ausdruck ihrer 
osmotischen Ungleichwertigkeit. 

Gelegentlich der kontinuierlichen Beobachtung des _ plasmolysierten 
Protoplasten wurde beim Wechsel zwischen Plasmolytikum und endos- 
mierender Liésung wiederum die schon friiher beobachteten (Stadel- 
mann 1952, p. 399f.) und als Plasmolytikumwechsel-Effekt 
beschriebenen (Be nnet-Clark and Bexon 1946, p. 7; Casari 1953, 
p. 428) kurzzeitigen Anderungen des Protoplastenvolumens bemerkt. Sie 
blieben nur in wenigen Fallen aus, was wohl auf besondere Verhiltnisse 
im Zu- und AbfluB der betreffenden Lésungen zuriickzufiihren ist, und zeig- 
ten sich besonders fiir den Wechsel von Harnstoff auf Glucose in ihrer 
Dauer beeinflu&bar vom Grad einer schwachen Anisotonie der betreffenden 
Lésungen. Eine geringere osmotische Wirksamkeit der Harnstofflésung wird 
dabei gegeniiber Glucose stets auf eine Verkleinerung der zeitlichen Dauer 
dieser Voluminderungen hinwirken. 


Beim Wechsel von Glucose auf Harnstoff setzt die Protoplastenkontrak- 
tion meist wenige Sekunden spiater ein und ist nach etwa 1—2 Min. stets 
wieder ausgeglichen. In der umgekehrten Richtung betragt die Zeitdauer 
bei gut isotonischen Lésungen etwa 10 Min. und liegt damit in der von 
Casari (1953, p. 432 ff.) gefundenen GréRe, wahrend sie in Glucoselésung 


mit etwas erhdhter osmotischer Wirksamkeit meist auf wenige Minuten 
gesenkt wird. 


Herrn Professor Dr. Ch. Killian?+, ehem. Direktor des Laboratoire 
de Biologie saharienne, Beni-Ounif, sei fiir die Uberlassung eines Arbeits- 
platzes, seiner Assistentin Frau H. Vargues und Herrn Professor 
Dr. R. Vargues fiir die grote Hilfsbereitschaft und freundliche Auf- 
nahme gedankt. Bei der Ausarbeitung des Manuskripts ist Verfasser Herrn 
Professor Dr. G. Bl um, Direktor des Botanischen Instituts der Universitat 
Freiburg (Schweiz), fiir wertvolle Unterstiitzung, Herrn Professor Dr. 
O. Huber, Direktor des Physikalischen Instituts, und Herrn Dr. H. Wild 
fiir mathematische Hilfe und dem Schweizerischen Nationalfonds zur Fér- 
derung der wissenschaftlichen Forschung fiir die Gewahrung eines Kredits 


ebenfalls zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Die Dauerbeobachtung des Objekts (Epidermiszellen der Com- 
posite Carduncellus eriocephalus Boiss.) in einer Durchstromungskammer 
gestattet bei zylindrischen Zellen in endosmierenden Lésungen eine genaue 
Registrierung des Deplasmolyseablaufes, die sich zur Uberpriifung der 
theoretisch aus dem Diffusionsgesetz ableitbaren und bereits an einheimi- 
schen Objekten bestatigten Beziehungen heranziehen laft. Ferner sollte 
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eine rein numerische Berechnung der Permeationskonstanten und deren 
statistische Auswertung gezeigt werden sowie eine eingehendere Beschrei- 
bung von Besonderheiten der Riickdehnung erfolgen. 

Als GesetzmifRigkeit fiir die Wiederausdehnung des Protoplasten konnte 
bei 58 von 62 Zellen wiederum erkannt werden, daB sich dieser bei derselben 
Zelle in gleich langen Zeitintervallen immer um denselben Betrag ausdehnit 
(Zeitproportionalitat) und sich damit den Mefpunkien in einem 
Zeit-Protoplastenlangen-Diagramm eine Gerade interpolieren lift. Die 
Starke der Streuung der Mefpunkte um diese wird als Bestimmtheitsma® 
berechnet, der haufigste Wert liegt zwischen 0,98 und 0,99 (Idealfall 1,00). 

Die Konzentrationsabhiangigkeit der Riickdehnungs- 
geschwindigkeit bei gleichbleibender Permeationskonstanten K, wie 
sie aus den theoretischen Ableitungen folgt, wurde jeweils an derselben 
Zelle durch den Vergleich der Permeationskonstanten in zwei verschiedenen 
Konzentrationen gepriift. Von 22 Zellen ergaben dabei 17 innerhalb tolerier- 
barer Streuungen den geforderten Wert, was deutlich demonstriert, daf 
die Konzentrationsanderung also wohl die Riickdehnungsgeschwindigkeit, 
aber nicht die Gréfe der Permeationskonstanten beeinfluft. 

Mittels der Methode der kleinsten Quadrate gelingt es, die interpolierte 
Riickdehnungsgerade optimal zu wihlen; sie bildet dann in Form der 
Geradengleichung die Grundlage fiir die anschlieRende Berechnung der 
Permeationskonstanten K. 

Die auf diesem Wege erhaltenen Werte von K wurden in ihrer Ge- 
samtheit statistisch ausgewertet. Als Mittelwert und Standardabweichung 
ergab sich fiir Harnstoff 3,34+ 1,91.10-8cm/sec und fiir Glycerin 
7,27 + 6,90 .10-8 cm/sec, wobei der Unterschied nicht gesichert ist. Die 
gegeniiber bisherigen Objekten starke Verschiedenheit der Einzelwerte von 
K kann man auf individuelle Variation der einzelnen Zellen und den 
wechselnden Einflu& von Aufenfaktoren zuriickfiihren. Die osmotischen 
Werte der gleichen Zellen zeigen eine wesentlich geringere Streuung. 

Fiir einzelne Riickdehnungen durchgefiihrte Fehlerrechnungen lassen 
erkennen, daff durch die bei diesen Versuchen vorliegenden Messung- 
genauigkeiten nur unwesentliche Fehler fiir den Endwert von K entstehen, 
sofern iiber etwa zehn Einzelmessungen des Riickdehnungsverlaufes ge- 
macht werden. 

Als deutliche Stérung fiel wiederum die plétzliche Anderung in der 
Geschwindigkeit der Wiederausdehnung (Knick punkt) auf, wobei die 
letztere sowohl vor als auch nach diesem Zeitpunkt zeitproportional blieb. 
Die Ursache dieser Erscheinung diirfte in einer plétzlichen Anderung der 
Permeabilitat liegen. 

Eine kurze Priifung des isotonischen Koeffizienten Harn- 
stoff/Glucose ergab einen Mittelwert 0,88, der gut mit dem durch andere 
Methoden fiir Harnstoff/Saccharose gefundenen Wert (0,89 — 0,92) iiberein- 
stimmt. 

Beim Ubergang von Glucose zu Harnstoff und umgekehri konnte in den 
meisten Fallen der Plasmolytikumwechsel-Effekt beobachtet 
werden. 





E. Stadelmann 
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Cytologische Studien V 


Feinstrukturveranderungen des Cytoplasmas und der Mitochondrien 
von Paramecium nach Einwirkung letaler Temperaturen 
und Réntgendosen 
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Aus dem Zeniral-Laboratorium fiir angew. Ubermikroskopie am Zoologischen 
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Mit 4 Tafeln 


(Eingegangen am 2. November 1957) 


Einleitung 


Pramortale Feinstrukturveranderungen der Zelle sind in verschiedener 
Hinsicht von Interesse. Einerseits kann von ihrer Kenntnis eine bessere 
Bewertung der Normalstruktur erhofft werden, andererseits wird ihre 
Analyse die Verbreiterung unseres Wissens iiber grundlegende zellular- 
pathologische Vorgange férdern. 

Die vorliegenden Untersuchungen bezwecken in erster Linie eine bessere 
Deutung der Normalstruktur durch eine Analyse der Auswirkungen be- 
stimmter pathogener Einfliisse. Als solche wurden letale Temperaturen und 
Réntgendosen gewahlt (..Physikalische Noxen*). Die Zelle von Paramecium 
caudatum eignet sich hierzu als Untersuchungsobjekt besonders gut, weil 
ihre Feinstruktur, insbesondere die des Cytoplasmas (Wohlfarth- 
Bottermann 1958) und der Mitochondrien (Wohlfarth-Botter- 
mann 1956) weitgehend bekannt ist. Auferdem bieten Einzel- 
zellen bessere Fixierungsbedingungen als Zellen im Gewebeverband und 
die Wirkung bestimmter Schadigungen ist an ihnen leicht lichtoptisch zu 
kontrollieren. Die Zellen einer Kultur sind in physiologischer Hinsicht sehr 
einheitlich und genetisch (bei Verwendung eines Klones) vollig gleich. 

Von besonderem Interesse mute es sein, das Verhalten der in den 
letzten Jahren elektronenmikroskopisch analysierten Strukturkomponenten 
des Cytoplasmas im priamortalen Stadium der Zelle kennenzulernen. 
Hieriiber ist bisher wenig bekannt. Die Kenntnis der Struktur des Cyto- 
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plasmas nach irreversibler Gelierung vor oder bei Eintritt des Zelltodes 
war im Rahmen einer Analyse der mit der normalen Sol = Gel-Dynamik 
verbundenen Strukturveranderungen von Wichtigkeit. 


Pathologische Verainderungen an Mitochondrien sind auf Grund der 
Gréfe dieser Zellbestandteile lichtmikroskopisch bereits haufig beschrieben. 
So ist das Phinomen der ,,triiben Schwellung“ u. a. mit einer Aufblahung 
der Mitochondrien verbunden. Elektronenmikroskopisch konnte diese Er- 
scheinung naher analysiert werden. Solche Mitochondrien erscheinen bei 
starker Auflockerung ihrer Feinstruktur als fast leer (Oberling und 
Rouiller 1956, Gansler und Rouiller 1956, Rouiller 1956, 
Molbert und Guerritore 1957). 


Bei Paramecium (Wohlfarth-Bottermann 1957 a), Embryonal- 
zellen (Weifenfels 1958) und Tumorzellen (W eiBenfels 1957) wer- 
den jedoch entweder unter bestimmten Bedingungen oder regelmafig ,leere* 
Mitochondrien gefunden, eine Erscheinung, die nicht mit dem Phinomen 
der ,,triiben Schwellung* identifiziert, also nicht als pathologische Erschei- 
nung gedeutet werden kann. Dieser Befund mu zumindest bei Parame- 
cium- und Embryonalzellen als normal, also als funktionell be- 
dingte Transformation angesehen werden und hat interessante 
SchluBfolgerungen iiber das Verhalten der Mitochondrien zugelassen 
(Wohlfarth-Bottermann 1957a). Beim Phanomen der ,leeren 
Mitochondrien* kann also zwischen .,physiologischen“ und ,,pathologischen* 
Fallen unterschieden werden, wobei zu priifen sein wird, ob nicht flieRende 
Ubergiinge eine solche Gruppierung als von fraglichem Wert erscheinen 
lassen (vgl. Altmann 1955). Da bei Paramecium bisher leere Mito- 
chondrien nur unter physiologischen Bedingungen als funktionelle Trans- 
formationen (Wohlfarth-Bottermann 1957a, Weifenfels 1957, 
1958) beobachtet wurden, war die Erzeugung eindeutig .pathologisch” 
leerer Mitochondrien am gleichen Objekt wiinschenswert, um nach Még- 
lichkeit eine Abgrenzung herbeizufiihren. 


Material und Technik 


Als Zellmaterial diente ein Klon von Paramecium caudatum, der bei Zimmer- 
temperatur in Heudekokt kultiviert und auch in vorangehenden Untersuchungen 
des Verf. verwendet wurde. 

Zellen im normalen Kulturmedium ({—2 cm’, Fliissigkeitshéhe 4mm) wurden 
zur Erzielung eines Warmeschadens vom Temperaturoptimum 28°C innerhalb 
einer halben Stunde ansteigend iiber das Temperaturmaximum von etwa 34°C 
hinaus bis auf 40°C erwarmt und unmittelbar nach Eintritt der ersten Anzeichen 
einer Warmelahmung fixiert. 

Zur Erzielung einer Strahlenlahmung sind bei Paramecium ungewoéhnlich hohe 
Dosen erforderlich (vgl. Wichtermann 1953). Die letale Dosis, bei der etwa 350% 
aller bestrahlten Zellen zugrunde gehen (LD 50), liegt zwischen 200.000 und 600.000 r. 
Paramecium caudatum wurde nach Erhalt von 120.000r (Aktivitatsstadium) bzw. 
240.000 r (Lahmungsstadium) fixiert. Die Bestrahlung erfolgte in Blockschalchen 
(1i—2cm* Kulturmedium und Zellen, Fliissigkeitsh6he 4mm). Die Leistung der 
Apparatur betrug 4000 r/min (150kV, 20mA, Fa. 6.2cm). Als Kontrollen dienten 
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in allen Fallen unbehandelte Zellen der gleichen Kultur. Die Fixation erfolgte 
durch Einbringen einzelner Zellen in ein Fixierungsgemisch von 1% Osmium- 
tetroxyd und 1% Kaliumbichromat (pH 6,5—7,2, 2°C), die Kontrastierung wahrend 
der Entwiasserung auf der Stufe des 70%igen Alkohols mit Phosphorwolframsaure 
und Uranylazetat (Wohlfarth-Bottermann 1957b). Nach Einbettung der 
Zellen in Metacrylat und Herstellung von Diinnschnitten wurde die elektronen- 
mikroskopische Untersuchung in einem Siemens-Ubermikroskop Typ UM 100d, 
Apertur 30“, 80kV vorgenommen. Als Aufnahmemaiterial dienten Agfa-AGP-Filme. 
Format 6.5 <9 cm. Alle zum Abdruck kommenden Bilder wurden unter vergleich- 
baren phototechnischen Bindungen hergestellt. 


Untersuchungsbefunde 
I. Warmelahmung 


a) Mitochondrien 


Bereits bei sehr geringen elektronenmikroskopischen Vergréerungen 
fallt ein Unterschied zwischen wiarmegelihmten Zellen und Kontrollpra- 
paraten deutlich auf. Innerhalb des Cytoplasmas warmegelaihmter Para- 
mecien finden sich zahlreiche ,,weife Flecken*, die sich bei starkerer Ver- 
groRerung (Abb. 1. unten) als stark geschwollene Mitochondrien mit auf- 
gelockerter Innenstruktur zu erkennen geben. Nach Eintritt der Warme- 
lahmung haben sich Lange und Breite der Mitochondrien nahezu verdop- 
pelt. Diese Erscheinung konnte mit Regelmafigkeit an allen Mitochon- 
drien einer Zelle festgestellt werden. Es entsteht zunachst der Eindruck, 
als ob solche geschwollenen Mitochondrien im Vergleich zu den Kontrollen 
eine geringere Anzahl der typischen Innenstrukturen, der Tubuli mito- 
chondriales besifen. Eine Auszaihlung ergibt hierfiir jedoch keine sicheren 
Anhaltspunkte. Offenbar fiihrt eine starke Schwellung zu ihrer Auflocke- 
rung. Die Tubuli mitochondriales werden in solchen Mitochondrien vor- 
wiegend in den peripheren Bezirken des Mitochondriums gefunden. 


b) Cytoplasma 


Die im Cytoplasma auftretenden Strukturveranderungen sind in Abb. 2 
dargestellt. Wahrend das obere Bild dieser Tafel die normale Feinstruktur 
aus einem Kontrollpraparat wiedergibt, zeigt das untere Bild typische 
cytoplasmatische Veranderung nach Warmelahmung. Besonders auffallig 
ist die Verringerung des Kontrastes aller sichtbaren Zellstrukturen. Cyto- 
plasma und Mitochondrien nehmen offensichtlich so wenig Schwermetall- 
atome an, daft eine Darstellung ohne gesonderte Kontrastierung (also bei 
alleiniger Fixation mit Osmiumtetroxyd) kaum méglich ist. Parallel zu 
dieser Erscheinung kommt es zu einer auffalligen Homogenisierung des 
wiarmegeschidigten Cytoplasmas. Die in Abb. 2 (oben) deutlich erkenn- 
baren Strukturkomponenten des normalen Cytoplasmas von Paramecium 
(vg Wohlfarth-Bottermann 1958) lassen sich nach Warme- 
schiidigung nur noch schwer erkennen. Die gesamte Struktur des Cytoplas- 
mas wird homogener. Einzelkomponenten sind kaum noch individualisiert. 








Abb. 1. Oben: Kontrollpraiparat. Zahlreiche normale Mitochondrien (M) einer un- 
behandelten Zelle. TR ruhende Trichocysten. Unten: Durch Warmeeinwirkung 
verinderte Mitochondrien (M). Starke Quellung nach Einwirkung steigender Tem- 
peraturen. Fixation unmittelbar nach Eintritt der Warmelaihmung bei etwa 40°C. 
Elektronenoptisch 13.800: 1. Endvergréferung 35.000 : 1. 
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Abb. 2. Oben: Kentrollpriiparat. Normales Cytoplasma einer unbehandelien Zelle. 

M Mitechondrien. TR ruhende Trichocyste. Unten: Feinstruktur des Cytoplasmas 

nach Eintritt der Warmelihmung. Beachte den verringerten Elektronenkontrast 

sowie die Homogenitét des Cytoplasmas im Vergleich zum Kontrollpraparat. 
M Mitcchendrien. Elektronenoptisch 13.800 :1. Endvergré8erung 53.000 : 1. 








Abb. 3. Oben: Kontrollpriparat. Normale Mitochondrien (M) und Cytoplasma 

einer unbehandelten Zelle. Unten: Mitochondrien und Cytoplasma nach Einwirkung 

einer letalen Réntgendosis. Alle Strukturen mit verringertem Elektronenkontrast. 

Mitochondrien (M) strukturell unverandert. Im Cytoplasma zwei langs angeschnit- 

tene Bliaschenreihen (BR). Fixation unmittelbar nach Beginn der Lahmungsphase 
bei 240.00 r. Elektronenoptisch 11.400: 1. EndvergréBerung 29.000 : 1. 





Abb. 4. Oben: Kontrollpraparat. Normales Cytoplasma einer unbehandelten Zelle. 
M Mitochondrium, TR ruhende Trichocyste. Unten: Feinstruktur des Cytoplasmas 
nach Einwirkung einer letalen R6ntgendo: 


Beachte besonders den stark ver- 

ringerten Elektronenkontrast im Vergleich zum Kontrollpraiparat. M Mitochon- 

drium. Bliaschenreihen (BR) schrag angeschnitten. Elektronenoptisch 11.400 : 1. End- 
vergroéBerung 43.000 : 1. 
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Il. Réntgenlahmung 


a) Mitochondrien 

Unerwarteterweise zeigten die Mitochondrien nach Erhalt einer letalen 
Réntgendosis weder vor noch bei Eintritt der Lahmung der Zelle irgend- 
welche strukiurellen Veranderungen. Abb. 3 (oben) stellt die normalen 
Mitochondrien des Kontrollpraparates dar, Abb. 3 (unten) einige Mito- 
chondrien nach Erhalt der fiir die Zelle letalen Dosis von 240.000 r. Struk- 
turveranderungen konnten nicht fesigestellt werden. Auffallig ist allerdings 
hier wiederum der auch bei Warmelaihmung bereits beschriebene verringerte 
Elektronenkontrast. 


b) Cytoplasma 

Die auffalligsten Strukturveranderungen im pramortalen Stadium der 
bestrahlten Zellen finden sich im Cytoplasma. In den meisten Zellen lieBen 
sich Blaschenreihen nachweisen, wie sie in Abb. 3 (unten) erkennbar werden. 
Die haufige Anordnung dieser Blaschen zu Reihen wird erst nach Durchsicht 
zahlreicher Praiparate erkannt, da glatte Langsschnitte durch solche Reihen 
(Abb. 3, unten) natiirlich selten verwirklicht werden. Ist ihre Reihen- 
anordnung einmal erkannt, so wird diese interessante Erscheinung aber 
auch bei schragem Anschnitt (Abb. 4, unten) deutlich. In allen langs an- 
geschnittenen Blaschenreihen erkennt man, da die Einzelblaschen einer 
sehr schwach kontrastierenden Doppelmembran einseitig anliegen (Abb. 3. 
Pfeilmarkierung). Teilweise laBt sich diese Doppelmembran auch bei 
schragem Anschnitt erkennen. Jedes Blaschen selbst scheint ebenfalls von 


einer nur schwach erkennbaren Doppelmembran umgrenzt zu werden, der 
Inhalt dieser lichtoptisch bei Paramecium nicht sichtbaren Vakuolen er- 
scheint elektronenoptisch leer. 


Die Veranderung der eigentlichen Feinstrukturkomponenten des Cyto- 
plasmas im pramortalen Stadium der strahlengeschidigten Zellen ent- 
spricht den Erscheinungen. die auch bei der Warmelahmung gefunden 
werden. Mit einer starken Abnahme des Elektronenkontrasis aller organi- 
schen Strukturen geht eine zunehmende Homogenitat des Cytoplasmas 


einher (Abb. 4). 


Diskussion der Ergebnisse 


a) Mitochondrien 

Die Verainderungen der Mitochondrien von Paramecium nach Ein- 
wirkung hoher Temperaturen entsprechen mit einer starken Schwellung 
und Auflockerung ihrer Innenstrukturen den Erscheinungen, die nach Ein- 
wirkung anderer Noxen an diesen Zellorganellen elektronenoptisch be- 
schrieben worden sind (Oberling und Rouiller 1956, Gansler 
und Rouiller 1956, Rouiller 1956). Der Vorgang der Wirmelahmung 
gleicht einer Zellerstickung und kann durch erhéhte Zufuhr von Sauerstoff 
hinausgeschoben werden (vgl. Miiller 1955). Der Zustand der Mitochon- 
drien bei Eintritt der Warmelahmung entspricht iibereinstimmend hiermit 
den Erscheinungen, die durch Sauerstoffmangel verursacht werden (M 61- 
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bert und Guerritore 1957). Damit laft sich zuniachst die fiir patho- 
logisch veranderte Mitochondrien typische Schwellung und Auflockerung 
ihrer Innenstrukturen von dem unter normalen Bedingungen gefundenen 
Auftreten nicht geschwollener, aber leerer Mitochondrien (W ohl fart h- 
Bottermann 1957, Weifenfels 1957 und 1938) eindeutig ab- 
grenzen. Wihrend an pathologisch veranderten Mitochondrien von Para- 
mecium das Volumen vergréfert. die Gesamtmenge der Innenstrukturen 
jedoch nicht deutlich verringert ist. zeigen Paramecium-Mitochondrien unter 
bestimmten physiologischen Bedingungen sowie viele Tumor- und Embryo- 
nalzellen unter normalen Bedingungen Mitochondrien mit verringerten 
Innenstrukturen, ohne jedoch eine Schwellung des Mitochondrien-Kérpers 
aufzuweisen. Weitere Untersuchungen werden ergeben miissen, ob zwischen 
physiologischen (funktionell bedingten Transformationen) und agonalen 
Erscheinungsformen flieBende Uberginge bestehen. Alt mann (1955) hat 
auf die Unsicherheit in der sauberen Trennung einer primaren Funktions- 
steigerung als Kompensation einer Schadigung einerseits und der beginnen- 
den Uberbeanspruchung andererseits hingewiesen. 

Das Verhalten der Mitochondrien nach Einwirkung letaler Réntgen- 
dosen, die bei Paramecium ohne erkennbaren Einflu® auf die Struktur 
der Mitochondrien blieben, ist um so verbliiffender, als nach Einwirkung 
ionisierender Strahlung lichtmikroskopisch ein Verschwinden der Mito- 
chondrien beschrieben worden ist (vgl. Hirsch 1955). 

Auch der Versuch einer elektronenmikroskopischen Analyse der Strah- 
lungswirkungen an der Rattenleber (Glauser 1956) ergab nur eine 
schwache Primarwirkung bei den Mitochondrien. Allerdings lassen die hier 
vorgelegten Untersuchungen an Paramecium eine Analyse spaterer fein- 
struktureller Veranderungen nicht zu. Es ist wohl zu beriicksichtigen, da 
die Protisten unmittelbar nach Bestrahlung fixiert wurden, eine Erfassung 
eventueller Veranderungen der Mitochondrien im weiteren Verlauf der 
Strahlenschadigung fand daher nicht statt. Immerhin befanden sich die 
Zellen aber bei der Fixation bereits kurz vor dem Eintritt der Strahlen- 
lahmung, also im Zustand der irreversiblen Schadigung, so daf bei Vor- 
handensein ausgepragter Primarveranderungen an Mitochondrien diese 
wohl hatten in Erscheinung treten miissen. Dieser Befund laBt daran den- 
ken, daf? bei lichtmikroskopischer Priifung des Verhaltens der Mito- 
chondrien mittels Janusgriin B ein Nichteintreten der Farbung kaum 
als Beweis fiir eine Zerst6rung der Mitochondrien gelten kann: Die Wir- 
kung ionisierender Strahlen kann indirekt zu einem Sauerstoffmangel in 
der Zelle fiihren, der die Farbreaktion unterbindet. Die altere Literatur 
wird hierauf zu iiberpriifen sein. 


b) Cyteplasma 
Die strukturellen Veranderungen des Cytoplasmas sind nach Warme- 
und Strahlenschidigung im agonalen Stadium der Zelle durchaus ein- 
heitlich, kénnen aber durch das Vorkommen der Blischenreihen im strah- 
lungsgeschadigten Cytoplasma sowie durch das verschiedene Verhalten der 
Mitochondrien unterschieden werden. Die Veranderungen der cytoplas- 
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matischen Grundsubstanz sind bei beiden Schiidigungen nicht zu 
unterscheiden. In Ubereinstimmung hiermit ist aus lichtmikroskopischen 
Untersuchungen bekannt, daf sowohl Wiarme- als auch Strahlenschiden 
eine Koagulationsnekrose der Zelle herbeifiihren (Miiller 1955): Diese 
Nekroseform besteht wesentlich aus einer Cytoplasmagerinnung, wodurch 
zweifellos der Zelltod eintritt (vgl. auch Heilbrunn und Daugherty 
1933). Sowohl nach Warme als auch nach Strahlenschidigung stellt das im 
pramortalen Stadium der Zelle fast homogene und wenig kon- 
trastreiche Cytoplasma also das elektronenmikroskopische Bild 
eines irreversibel koagulierten Protoplasmas dar. 


Die Kenntnis solcher feinstruktureller Veranderungen des Cytoplasmas. 
die mit einer starken Viskositatserhéhung (Gelierung) verbunden sind, wird 
auch fiir eine Analyse der strukturellen Grundlagen der normalen, also 
reversiblen Sol = Gel-Umwandlung des Cytoplasmas innerhalb physio- 
logischer Grenzen interessieren miissen. Die Auswertung der Ergebnisse in 
diesem gréReren Zusammenhang folgt in einer spateren Studie. 


Das Auftreten von Blaschen im Cytoplasma ist lichtmikroskopisch als 
.triibe Schwellung* oder ,,tropfige Entmischung“ eine bekannte Erschei- 
nung. Der Nachweis sublichtmikroskopisch kleiner Blaschen wiirde daher 
nicht mehr von besonderem Interesse sein (zumal diese Erscheinung auch be- 
reits nach Réntgenbestrahlung der Rattenleber [Glauser 1956] beschrieben 
wurde), wenn nicht die feinstrukturelle Analyse bei Paramecium eine 
Reihenanordnung der Blaschen unter Beteiligung zweifellos neugebildeter 
Doppelmembranstrukturen ergeben hatten. Es wird in vergleichenden 
Untersuchungen an anderen Zellen zu priifen sein, ob es sich hierbei um 
eine typische Friihveranderung nach Strahlenschadigung der Zelle handelt. 
Zweifellos bietet der jetzige Stand der elektronenmikroskopischen Technik 
die Méglichkeit, weitere cytoplasmatische Friihveranderungen nach Strah- 
lenschiiden zu analysieren, um damit einen Beitrag zur Lokalisierung der 
primiren Wirkung ionisierender Strahlen (vgl. Powers und Ehret 
1955) zu liefern. 


Zusammenfassung 


Nach Einwirkung letaler Temperaturen und Strahlungsdosen verandert 
sich die elektronenmikroskopisch sichtbare Feinstruktur des Cytoplasmas 
von Paramecium im priaimortalen Stadium der Zelle, indem eine zuneh- 
mende Homogenisierung der normalen Strukturkomponenten auftritt. 
Gleichzeitig verliert das Cytoplasma stark die Fahigkeit, die in der elek- 
tronenmikroskopischen Technik heute gebrauchlichen Kontrastmittel zu 
binden. Diese Aspekte bezeichnen die irreversible Gelierung des Cyto- 
plasmas im pramortalen Stadium und sind beim Warmetod und Strahlen- 
tod identisch. 


Unterschiede zwischen beiden Noxen ergeben sich durch das Vorkommen 
auffallender .Blaschenreihen“ im strahlengeschadigten Cytoplasma sowie 
durch das Auftreten stark geschwollener Mitochondrien mit aufgelockerter 
Innenstruktur bei wairmegeschadigten Zellen. 
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Zur Durchfiihrung von Vorversuchen siellte Herr Prof. Dr. R. Danneel 
freundlicherweise die Réntgenapparatur des Zoologischen Instituts zur Verfiigung. 
Fiir Beratung sowie fiir die Ausfiihrung der Bestrahlungen im Institut fiir Réntgen- 
forschung bin ich den Herren Dr. Bergeder und Dr. Schréck-Vietor. 
fiir die technische Assistenz Frau Koeppen-Lesche zu Dank verpflichtet. 
Die Deutsche Forschungsgemeinschaft férderte die Untersuchungen durch eine Sach- 
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Die in den Zellsaft ausgeprefien Protoplasmatropfen der Characeen- 
Internodialzellen lassen im Ultramikroskop (Kardioid- oder aplanatischer 
Dunkelfeldkondensor) fadige Differenzierungen erkennen |1,2]. Allem 
Anschein nach handelt es sich bei diesen Fibrillen um Aufbauelemente des 
Protoplasmas, chemisch vermutlich um fadiges (fibrillares) Eiweif (Protein). 

Durch die direkte Sichtbarmachung dieser Cytoplasmastrukturen erhalten 
die verschiedenen Fibrillartheorien vom Protoplasmabau allgemein eine Be- 
stitigung. Um nun aber auch zu spezielleren Vorstellungen zu gelangen, 
die nicht nur auf theoretischen Voraussetzungen beruhen, versucht die 
vorliegende Arbeit, alles bisher an den Fibrillen Gefundene zusammenzu- 
fassen, zu erganzen und durch neue Beobachtungen zu vervollstandigen. 


I. Eigenschaften und Verhalten 


Es kénnen folgende Eigenschaften unterschieden werden: 


1. Die Fibrillen zeigen eine Affinitaét zu bestimmten kleinen Plasma- 
mikrosomen. 

An Plasmaeinschliissen lassen sich im Protoplasma einer Characeen-Internodial- 
zelle Kerne, Chloroplasten, Eiweifischollen, Vakuolenblaschen und die Mikrosomen 
unterscheiden. Die letzteren (vgl. Abb. 8) gliedern sich in die meist nur in geringer 
Anzahi vorhandenen Spharosomen (Durchmesser etwa 0,7—1,0), die die Masse der 
Teilchen ausmachenden .kleinen Mikrosomen* (Durchmesser etwa 0,1—0.2 “) und in 
sehr zarte, im Dunkelfeld anfangs schwer sichtbare langliche Teilchen (Lange etwa 3”, 
Breite 1), die anscheinend den Chondriosomen entsprechen. Diese Teilchen sind 
gleich nach dem Auspressen im Phasenkontrast als hantelférmige Koérper sichtbar, 
zeigen aber schon nach kurzer Zeit eine mit Verdickung verbundene Verkiirzung. 
In diesem Zustand werden sie auch im Dunkelfeld deutlicher und lassen dann 
meist Durchschniirungen erkennen, die an Teilungsstadien von Bakterien erinnern. 
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Nur die sogenannten .kleinen Mikrosomen“ lagern sich einreihig an, 
wodurch die Fibrille im Ultramikroskop deutlich wird. Die Fibrillen selbst 
sind im flexiblen Zustand auch ultramikroskopisch nicht sichtbar. Sie be- 
ginnen erst bei ihrer Erstarrung (vgl. Punkt 6) als feiner Strang aufzu- 
leuchten. 

2. Die Fibrillen sind infolge einer parallel verschiebend wirkenden 
Kraft aktiv beweglich. Dadurch erscheinen sie als die Impulstrager der 
Plasmabewegung und mdglicherweise auch der anderen an Protoplasma 
gebundenen. Lebensbewegungen |3}. 

Mikrosomen, die sich einem Faden nihern, werden von dieser physi- 
kalisch nicht naher bekannten Kraft parallel und gegenlaufig zur Faden- 
bewegung verschoben (= gegenlaufige Bewegung). Auch erhalten die 
kleinen Mikrosomen, die sich vom bewegien Faden loslésen, einen Impuls 
in der Richtung gegen die Fadenbewegung. Das zuerst von Valkanov 
|30| beschriebene Vorkommen gegenlaufiger Bewegungen im Characeen- 
Protoplasma ist als Wirkung der parallel verschiebenden Kraft aufzufassen. 

3. Die Fibrillen haben in den ausgequetschten Plasmatropfen die 
Eigenschaft, sich zu dickeren Biindeln zu vereinigen, weshalb sie im Ultra- 
mikroskop sehr deutlich sichtbar werden. Am Biindel sind die kleinen 
Mikrosomen mehrreihig angeordnet. Die Biindel sind langsamer beweglich 
als die feineren Fibrillen, dafiir zeigen sie aber als neue Eigenschaften 
Wellenbewegungen und die Fahigkeit zur geradlinigen Versteifung 
(vgl. Punkt 5 und 6). 

4. Die Fibrillen bzw. die Fibrillenbiindel haben die Tendenz, sich in 
sich selbst zu schlieBen. Dies fiihrt zur Entstehung von verschieden grofen 
rotierenden Ringen (Abb. 1). 

5. Die Fibrillenbiindel zeigen haufig gesetzmaRige Transversalwellen, 
die immer nach vorne, also in der Bewegungsrichtung des Fadens, weiter- 
iaufen. Bei den Ringen laufen diese Wellen in der Rotationsrichtung am 
Ring herum. Mitunter bewegen sich mit einer Welle auch Teilchen nach 
vorne |1]. 

Yotsuyanagi [32] beobachtete adhnliche Wellenbewegungen an der Ober- 
fliche kleiner Characeen-Plasmatropfen. 

6. Die Fibrillenbiindel haben die Fahigkeit zur spontanen geradlinigen 
Versteifung, die dann in eine dauernde Erstarrung! iibergehen kann 
(Abb. 2). Oft erfolgt die Erstarrung schon wenige Minuten nach dem 
Auspressen des Plasmas. Diese schnell erstarrten Fibrillen lassen im Gegen- 
satz zu den allmahlich erstarrten freie Enden erkennen und erscheinen 
meist auch nicht vollig geradlinig. Bei der langsamen Erstarrung enistehen 
dagegen aus den Ringen ziemlich regelmafig gebaute Fiinf- und Sechsecke. 
Nur sehr selten sieht man Kérper mit vier, sieben oder acht Ecken. Die ge- 
raden Seiten dieser Vielecke laufen zuerst wellenférmig herum. Nach 
einigen Stunden kommt es dann zur Erstarrung, d. h. die Wellenbewegung 
hort auf, das Vieleck rotiert aber weiter. 


1 Moglicherweise hat diese Erstarrung analoge Ursachen wie die Totenstarre 
des Muskels. 
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Die erstarrten Fibrillen leuchten bei einer bestimmten Stellung zum 
Lichteinfall als Ganzes, doch zeigen sie haufig in regelmafigen Ab- 
stinden dunkle Stellen. Vermutlich sind hier zwei submikroskopische 
Fibrillen flach-schraubig umeinander gewunden. Immer dort, wo sie sich 
iiberschneiden, erscheint dann eine dunkle Stelle. Kleine Mikrosomen, die 


Abb. 1 Abb. 2 


Abb. 1. Langsam rotierendes ringférmiges Fibrillenbiindel im ausgepreften 
Plasma von Chara contraria. Man erkennt die mehrreihig angeordneten kleinen 
Mikrosomen. Sehr langsam herumlaufende Wellen bedingen die leicht eckige Ring- 
form. In der Umgebung des Ringes sind Eiweifschollen sichtbar. Dunkelfeld, 1300. 
Abb. 2. Geradlinig erstarrte Fibrillenbiindel in einem alteren Plasmatropfen von 
Tolypellopsis stelligera. Ein Eck ist deutlich. Dunkelfeld, 1300 X. 


iiber solche Fibrillen dahingleiten, lassen haufig pendelnde Bewegungen 
erkennen, was wohl so gedeutet werden muff, daf sie sich entlang der 
flachen Schraube um den Faden bewegen. 

Die gradlinig erstarrten Fibrillen, die im Ultramikroskop als Ganzes 
leuchten, zeigen optisch ein anisotropes Verhalten. Im polarisierten Licht 
werden sie unsichtbar, wenn die Schwingungsebene des Lichtes senkrecht 
zur Fibrillenachse steht. Zwischen den gekreuzten Nikols zeigen sie Aus- 
léschung in der Diagonalstellung (Lichtquelle: Héchstdruckbrenner von 
Reichert, aplanatischer Dunkelfeldkondensator). 

7. Auch die feinsten Fibrillen unterliegen im aktiven Zustand nicht der 
Brownschen Molekularbewegung. Dieses Verhalten ist auffallend und 
laBt sich allgemein fiir die Plasmabewegung von Mikrosomen [4| sowie fiir 
Zirkulationsstringe feststellen. Es zeigen sowohl die Faden selber als auch 
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die gegenliufig bewegten Mikrosomen keine Uberlagerung durch die 
Brownsche Bewegung. Ein kleines Mikrosom, das ganz ruhend erscheint, 
wenn es am Faden haftet, fiihrt sofort starke B ro wn sche Bewegung aus, 
nachdem es sich losgelést hat. Man kann sich des Eindruckes nicht erwehren, 
als wirkte dieselbe Energie einmal beherrscht und dann unbeherrscht. 


Abb. 3 Abb. 4 
Abb. 3. Plasmatropfen von Chara contraria, Vier rotierende Kerne mit be- 
ginnender Einschniirung sind deutlich. Schrage Beleuchtung, 300. 
Abb. 4. Ein sich teilender Kern von Chara contraria. Bei der Aufnahme rotierte 
der Kern noch sehr langsam. Die Rotation hérte dann aber bald auf. Die dunklen 
Korper im Kern sind Chromozentren. Phasenkontrast, 1500X. 


Lést sich ein Teilchen von einem aktiv bewegten Faden ab, so ist, wie 
schon beschrieben, der Bewegungsbeginn ein Impuls parallel gegen die Be- 
wegungsrichtung des Fadens (bei Ringen tangential gegen die Rotations- 
richtung). Ist der Faden jedoch ruhend oder kaum bewegt, so ist der erste 
Impuls ungefahr senkrecht vom Faden weg gerichtet. Das Ganze macht den 
Eindruck, als wirkten zwischen Faden und Teilchen besondere Attraktions- 
und Repulsionskrafte. 

Dazu sei erwahnt, daf man haufig rotierende Ringe sieht, deren ein- 
zelne Fibrillen nicht zu einem Biindel vereinigt sind, sondern einen ge- 
wissen Abstand voneinander einnehmen. Vielleicht wird bei diesen losen 
Ringen die Biindelbildung durch abstofende Krafte verhindert. Auch die 
aquidistante Anordnung der Fibrillen im Querschnitt (vgl. die Poren der 
Querwand in Abb. 13) spricht fiir diese Annahme. 

8. Die Fibrillen zeigen ein elastisches Verhalten. Manchmal zieht ein 
Faden einen anderen aus seiner Bewegungsrichtung, dann kann mitunter 
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ein ZerreiBen beobachtet werden, wobei der Faden mit den anhaftenden 
kleinen Mikrosomen elastisch nachschnellt. 

9. Unter bestimmten Umstanden kommt es zu einer Anlagerung der 
Fibrillen an die Zellkerne. 

Die ialteren Zellen der Characeen enthalten viele Kerne, die durch 
Fragmentation entstanden sind [5,6]. Wie schon Valkanov ([30|, dann 
Yotsuyanagi [31] und Kamiya and Kuroda [34] beobachteten, 
zeigen die Kerne oft 
eine Rotation um die 
eigene Achse, die sehr 
an die bei den abge- 
lésten Chloroplasten 
beobachtete erinnert, 
doch ist sie langsamer. 

Fetzmann [7 stellie 
neuerdings an Chara 
foetida fest, daB die- 
se Rotationen um so 
schneller sind, je alter 
das Internodium ist. 
aus dem die Kerne 
stammen. oe a 

Nach eigenen Un- Abb. 5. Zwei Feilungsstadien bei Kernen von Chara 
tersuchungen an alten contraria. a) beginnende Durchschniirung, b) voll- 
endete Durchschniirung. Dunkelfeld. 1300X. 


b 


Internodialzellen von 
Chara contraria ist die Kernrotation mit der Fragmentation verbunden und 
nur an relativ abgerundeten Kernen zu beobachten. Wurst- oder hantel- 
formige Kernformen, wie in Abb. 9 bewegen sich nicht oder nur geringfiigig. 
Abb. 3 zeigt einen Plasmatropfen von Chara contraria mit vier rotierenden 
Kernen. Bei starkerer Vergréferung sind meistens Durchschniirungsstadien 
zu erkennen (Abb. 4 und 5a). 

Die Durchschniirung konnte nur an frisch eingebrachter Chara fest- 
gestellt werden. Wurde die Pflanze 2 bis 3 Tage im Zimmer aufbewahrt, 
waren nie mehr sich teilende Kerne zu erkennen. 

Hat die Durchschniirung ein gewisses Stadium erreicht, etwa das in 
Abb. 4 dargestellte, so hért die Kernrotation plétzlich auf. Durch den Ein- 
griff des Ausquetschens bzw. durch die Beleuchtung am Mikroskop diirfte 
die Teilung sehr gehemmt werden. Es gelang nur einmal, die verschiedenen 
Stadien der Durchschniirung bei ein und demselben Kern zu beobachten. 
Abb. 5b zeigt die bereits getrennten Kerne. 

Die Kernrotation ist meist eine Drehung um die grofe Achse des ro- 
tationsellipsoidischen Kerns. Die Drehachse steht also senkrecht zu der 
Durchschniirungsebene. In Abb. 6 sind diese Drehachsen bei vier Kernen 
eingezeichnet. Nur bei Kernen, die keine Durchschniirungsstadien zeigten, 
konnten 6fters Rotationen um eine kleine Achse bemerkt werden. 

Die gegenlaufige Bewegung zur Kernrotation erfolgte regelmaBig an 
den Stellen der Einschniirungen, was in Abb. 6 durch kleine Pfeile auf den 


Protoplasma, Bd. L/1 7 
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Kernen angedeutet ist. Sie hatte oft strangférmigen Charakter. Diese 


Strange sind in Abb. 6/ dargestellit. 


Bei der Kombination von schiefer Beleuchtung und Dunkelfeld bzw. 
unter der Anwendung von polarisiertem Licht lieBen sich an der Ober- 


Abb. 6. Rotierende Kerne von Chara 
contraria. Bei a. b und c ist noch 
keine Einschniirung zu erkennen, bei 
d, e und f ist sie deutlich. Die Rota- 
tionsachsen bei a, d. e und f einge- 
zeichnet Rotationsrichtung 
durch Pfeile angedeutet. 
Die Pfeile auf den Kernen stellen die 
Lage und Richtung der gegenliufigen 
Mikrosomenbewegung dar. Bei dem 
in f abgebildeten Kern bewegten sich 
an den Siellen der Einschniirungen 
Fibrillenringe gegenlaiufig herum. 
Die Punkte sollen die mehrreihig 
angeordneten kleinen Mikrosomen 
darstellen. Die ultramikroskopisch 
sichtbaren Fibrillenschlingen um die 
Kerne sind _ iiberall 


und die 
gebogene 


eingezeichnet. 


fliche aller rotierenden Kerne Faden 


nachweisen (Abb. 6 und 7), die an- 


scheinend mit langsam erstarrten Cyto- 


plasmafibrillen identisch sind. Diese 
Faden umziehen den Kern meist ent- 
lang seiner groBen Achse. doch waren 
auch schraggestellte nicht selten. Die 
Faden 


um die Kerne lieBen sich nur 


bei Internodialzellen nachweisen, die 
Kerne enthielten. Bei 
Zellen. die nur wurst- oder hantelfér- 


sich_teilende 
mige Kerne beinhalteten. wurden sie 
nicht gefunden. 

kann sich 


Zusammenfassend man 


den Vorgang der Kernfragmentation 
folgendermaBen einem 
gewissen Stadium der Zellentwicklung 
lagern sich die Protoplasmafibrillen an 
die Oberflaiche der Kerne an. Da die 
Fibrillen aktiv beweglich sind, kommt 


vorstellen: In 


es dadurch zu einer Rotation der 


Kerne. 


Fibrillen zuerst parallel zur Langsachse 


Anscheinend legen sich die 
an die Kernoberflache, weshalb dann 
Rotationen um eine kleine Achse des 
Kernes zu Danach 
lagern sie sich aber auch senkrecht zur 


beobachten sind. 


Langsachse an und bewirken dort auf 
eine unbekannte Weise die Durch- 


schniirung des Kernes an einer oder mehreren Stellen. Das Vorhandensein 
dieser Fibrillen wird durch die gegenliufige Bewegung zur Kernrotation 
bewiesen, die nur an den Stellen der Einschniirungen sichtbar ist. Die zur 
Langsachse parallel liegenden Fibrillen sind inzwischen inaktiv, starr und 
sichtbar geworden und scheinen eine gewisse versteifende Funktion auszu- 
iiben (vgl. Abb. 7b). Es ist anzunehmen, daB um einen Kern eine ganze 
Hiille von Fibrillen existiert und daB nur die dicksten und erstarrten ultra- 
mikroskopisch sichtbar gemacht werden kénnen. 


II. Die Verteilungsméglichkeiten 
Verschiedene Verteilungsméglichkeiten der Fibrillen. die in den aus- 
gequetschien Plasmatropfen immer wieder aufgetreten sind. sollen im 
folgenden ausfiihrlicher beschrieben werden. 
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1. Homogene Verteilung 


Kine gleichmaBige, homogene Fibrillenverteilung ist oft kurz nach dem 
Ausquetschen des Protoplasmas zu beobachten. Sie diirfte daher weit- 
gehend dem Fibrillenzustand entsprechen, der im ungestérten Zellplasma 
herrscht. Faden sind hier noch keine zu sehen, aber einzelne Mikrosomen 
erhalten 6fters heftige weitlaufige Impulse und die durchlaufenen Bahnen 
sind meist Teile eines grofen Kreisumfanges. Diese Bewegungen machen 


a b 
Abb. 7. Erstarrte Fibrillenschlingen um Kerne von Chara contraria. a zwei sich 
kreuzende Fibrillenschlingen. b der Kern ist durch in der Langsrichtung an seiner 
Oberflache erstarrte Fibrillen spindelférmig ausgezogen. Dunkelfeld, 1300X. 


einen sehr energetischen Eindruck und erinnern an Teilchenbewegungen in 
Kraftfeldern. Manchmal lassen sich deutliche Beschleunigungen an den 
Teilchen beobachten. 

Die homogene Fibrillenverteilung zeigt nun alle Ubergange zu dickeren 
Fadenbildungen, deren haufigste Gestalt der Ring ist. weshalb das folgende 
Stadium als .Ringbildung™ bezeichnet sein soll. 


2, Ringbildung 

Abb. 8 zeigt eine Elektronenblitzaufnahme dieses Fibrillenzustandes 
mit zarten Ringfiaiden. In Abb. 1 ist eine viel grébere Ringstruktur dar- 
gestellt. Die rotierenden Ringe kénnen sehr verschiedene Durchmesser 
haben. Anscheinend dadurch, daB sie feinere Fibrillen aufspulen, nimmt 
ihre Dicke oft zu, oder sie lésen sich wieder in feinere Bestanditeile auf. 
Bei dieser Auflésung ist es charakteristisch, daB die entstehenden feineren 
Fiiden schneller beweglich erscheinen als der Ring vorher in seiner Ro- 


7* 
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tationsbewegung. Auch lassen die feineren Faden keine Wellenbewegungen 
mehr erkennen, die vor der Auflésung an dickeren Ringen oft deutlich sind. 
Der Ubergang ven der homogenen Fibrillenverteilung zur Biindel- 
bildung (Ringbildung) ist anscheinend ein aktiver Vorgang und abhangig 
von der Parallelverschiebung der Fibrillen. Hemmt man die Parallel- 
verschiebung durch Narkotika. so kommt es zu keiner Ringbildung. 


Abb. 8. Plasmatropfen von Tolypellopsis stelligera kurz nach dem Ausquetschen 
des Plasmas. Man erkennt die Sphirosomen, die als kleine weife Kreise erscheinen. 
dazwischen als punktférmige Kérper die kleinen Mikrosomen und an mehreren 
Stellen zarte Ringfaiden. Da die Lage dieser rotierenden Fibrillenringe alle még- 
lichen Richtungen im Raum einnehmen kann, sieht man stets nur Teile eines Ring- 
fadens. Der iibrige Ringteil erscheint nicht mehr in der scharf abgebildeten Ebene. 
Elektronenblitzaufnahme, Dunkelfeld 1100X. 


Da bei der ultramikroskopischen Beobachtung und der notwendigen starken 
VergréBerung eine direkte Einwirkung von Narkotika auf die Plasmatropfen 
kaum méglich ist. wurden die Internodialzellen bereits vor dem Ausquetschen in 
ein nichtfliichtiges Narkotikum (wisserige Lésung von 3% Athylurethan) ein- 
gebracht und die Zelle im narkotisierten Zustand ausgequetscht. In den Plasma- 
tropfen waren keine Ringe sichtbar. Wurde eine narkotisierte Zelle dagegen vor 
dem Ausqueischen wieder kurz in Wasser gelegt. so zeigten sich die Ringe in den 
Plasmatropfen wie bei nichtnarkotisierten Zellen. 

Dazu sei hier erwahnt. daB die Induktion der Protoplasmastrémung in 
der Innenepidermis von Allium cepa ebenfalls mit einer Verteilungsinde- 
rung der Impulsrichtungen (Fibrillen) verbunden ist [4] und daf man in 
cinem friihen Entwicklungsstadium der Strémung die Sphirosomen oft 
kleine kreisférmige Bahnen schnell durchlaufen sieht. was wohl auch auf 
eine Fibrillen-Ringbildung zuriickgefiihrt werden kann. 





Die Protoplasmafibrillen der Characeen 101 


Manchmal bewirkte auch eine Licht- oder Warmewirkung eine Ver- 
teilungsiinderung der Fibrillen. So verschwanden in einzelnen Fallen die 
Ringe in den Tropfen beim Beginn der Untersuchung und traten erst wieder 
in Erscheinung, nachdem die Niedervoltlampe 10 Minuten ausgeschaltet 
worden war. Nach wenigen Minuten der Beleuchtung konnte man sie nicht 
mehr wahrnehmen. 


Abb. 9. .Globulire Fibrillendegeneration” in einem mehrere Stunden alten Plasma- 
tropfen von Chara contraria. Neben den kugelférmig zusammengeballten Fibrillen 
sind auch zwei Kerne erkennbar. Dunkelfeld. 700X. 


3% Globulare Degeneration 


Einige Stunden nach dem Ausquetschen des Protoplasmas werden die 
Fibrillenbewegungen allmahlich langsamer und héren schlieBlich ganz auf. 
Die gieichsam von ihrer Kraft verlassenen Fibrillen ballen sich nun meist 
zusammen und bilden kugelférmige Knaule (Abb. 9). Neben diesen ,.glo- 
bular* degenerierten Fibrillen kénnen nicht selten noch aktive beobachtet 
werden. Es ist dabei auffallend. daB sich die an den zusammengeballten 
Fibrillen haftenden kleinen Mikrosomen anscheinend durch Quellung ver- 
gréBern, ein Lumen erkennen lassen und dadurch schlieBlich wie kleine 
Sphiarosomen aussehen. 

Eine der globuliren Degeneration vielleicht verwandte Erscheinung ist 
der an vielen Plasmatropfen beobachtete Fall, da® sich das fibrillenhaltige 
Protoplasma als Ganzes kontrahiert, wodurch eine Entmischung erfolgt. 
so daft Bilder wie Abb. 10 entstehen. Das nicht fibrillare Plasma ist optisch 
leer und seine kleineren Mikrosomen zeigen eine heftige Brownsche 
Bewegung. Weil hier fast keine Uberstrahlung erfolgt, erkennt man oft 
sehr zarte. geradlinig erstarrte Fibrillen, die ein Geriist bilden, welches 
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sehr an das bei der Blutgerinnung sichtbare erinnert. Die erstarrten Faden 
sind aber aktiv und kleine Mikrosomen gleiten schnell iiber ihre ganze 
Lange dahin. 


4. Fibrillare Degeneration des Plasmas (Schleifen- 
bildung) 
In den Plasmatropfen treten regelmaBig nach einigen Stunden schleifen- 
artige Bildungen auf. In kleinen Tropfen erscheinen diese Strukturen 
friiher als in groBen. Sie durch- 
ziehen oft den ganzen Tropfen 
(Abb. 11). erscheinen in sich ge- 
schlossen und verindern im Lauf 
der Zeit ihr Aussehen. Die Fi- 
brillen sind in diesen Schleifen 
anscheinend nicht gebiindelt. son- 
dern in regelmaBigem Abstand 
voneinander angeordnet. 


In einem Fall konnte der 
Ubergang eines rotierenden Rin- 
ges in eine Schleifenstruktur 
direkt beobachtet werden. Die 
Schleife rotierte noch einige Mi- 
nuten weiter. 
Es ist charakteristisch, dak die 
Abb. 10. Zwei Stunden alter Plasma- gegenliufige 
tropfen von Chara contraria. Das fibril- 
lenhaltige Plasma erscheint zusammen- 
geballt, so da einseitig im Tropfen eine 
optisch leere Zone entstanden ist. In die- 
ser Zone lassen sich regelmaBig gerad- : A Z : 
linig erstarrte Fibrillen beobachten. die in kurzen Bereichen nach bei- 
zur Ganze leuchten. Dunkelfeld. 300. den Richtungen wirksam. Die 
Mikrosomen fiihren dann eine 
parallel zu den Schleifen orientierte Brow nsche Bewegung aus. In dem 
Make, wie die Schleifenstrukturen gréber werden, wird diese orientiert 
erscheinende Molekularbewegung immer undeutlicher. bis es schlieBlich zur 
Koagulation und Erstarrung des Plasmas kommt. 

Eine besondere Form der Schleifenbildung diirfte ein in alteren Tropfen 
auftretendes Stadium sein, wo aus der Plasmatropfenoberflaiche Blasen 
bzw. handschuhfingerférmige Ausstiilpungen austreten (Abb. 12). Diese 
sehr veranderlichen Gebilde erinnern an Myelinfiguren und sind optisch 
anisotrop |32, 1]. 


Mikrosomenbewe- 


gung anfangs genau entlang der 
Schleifen sichtbar ist, doch nimmt 


die parallelverschiebende Kraft 
sehr bald ab und ist nur mehr 


Anhangsweise seien noch zwei andere Degenerationserscheinungen am Proto- 
plasma kurz erwahnt. bei denen aber den Fibrillen keine wesentliche Bedeutung 
zukommen diirfte. Es ist dies die vakuolige Degeneration, wo mitten im normal 
aussehenden Plasma Bereiche mit vielen kleinen Vakuolen entstehen und die li- 
poide Degeneration. bei der es zur Bildung vieler Fetttrépfchen kommt. Wahrend 
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die vakuolige Degeneration haufig sofort nach dem Ausquetschen des Plasmas be- 
obachtet werden konnte, war die lipoide Degeneration ein letztes Stadium vor der 
Koagulation bei alten Plasmatropfen. 


Ill. Die Verhaltnisse in der normalen Zelle 


In der Zelle ist die Dynamik der Bewegungen bedeutend gréfer und 
traigt einen mehr feldartigen Charakter als bei den Faden im ausgequetsch- 
ten Plasma. Trotzdem muB auch im ungestérten Zellplasma ein Struktur- 


Abb. 11 Abb. 12 
Abb. 11. Mehrere Stunden alter Plasmatropfen von Chara contraria mit .fibril- 
larer* Degeneration des Plasmas. Die Fibrillen bilden zarte Schleifen, die groBe 
Bereiche des Tropfens durchziehen. Phasenkontrast, 1500X. 


Abb. 12. 8 Stunden alter Plasmatropfen von Tolypellopsis stelligera mit blasen- 
bzw. handschuhfingerformigen Ausstiilpungen. Dunkelfeld, 1300X. 


gefiige angenommen werden, das am ehesten wohl der beschriebenen homo- 
genen Fibrillenverteilung entspricht. Die Lage und Orientierung der ak- 
tiven Fibrillensubstanz ist in der Zelle vor allem an der Lage und Orien- 
tierung der Protoplasmastrémungsimpulse zu erkennen. 

Der Plasmawandbelag einer Characeenzelle gliedert sich bekanntlich 
in zwei Schichten. Wiahrend nun die Fibrillen im ausgequetschten Plasma 
ihren Ort verandern und nur geringfiigige gegenlaufige Bewegungen er- 
zeugen, ist hier die impulstragende Substanz in der peripheren Plasma- 
schichte mit der Zellwand verankert und die Strémung des inneren 
Plasmas entspricht der gegenliufigen Bewegung. Die parallel verschiebend 
wirkende Kraft der Fibrillen wirkt also vor allem an der Grenzflache 
zwischen innerem und auBerem Plasma |12, 33. 35, 36). 
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Im inneren Plasma, das die Fibrillen wahrscheinlich im unorientierten 
Zustand mit sich fiihrt, finden sich die Zellkerne und Mikrosomen genau 
so wie in den Plasmatropfen. Das iuBere Plasma ist dagegen optisch vollig 
leer, was im Ultramikroskop besonders deutlich am _ Indifferenzstreifen 
nachgewiesen werden kann. Eine Bindung an Kerne oder Mikrosomen tritt 
hier normalerweise nicht ein. Dagegen sind aber die Chlorophyllkérner in 
diesem auferen Plasma fest verankert. Sie bilden Reihen, die genau 
parallel zur Impulsrichtung der Strémung orientiert sind. Lésen sich ein- 
zelne Korner bzw. Kornerreihen los und geraten in das innere Plasma. so 
sind sie dort infolge der an sie gebundenen Fibrillen wie aktiv beweglich 
18. 9, 10, 11, 12, 13, 14, 30, 31, 34]. 

Auer durch die Lage der Strémungsimpulse und Chloroplastenreihen 
kann die Orientierung der Fibrillen ungefahr auch aus Beobachtungen an 
der Zellwand erschlossen 
werden. Dies ist ver- 
stiindlich, denn die Zell- 
wandbildung ist eine Ti- 
tigkeit des angrenzenden 
aiuBeren Plasmas. So er- 
kennt man bei grofen 
Internodialzellen schon 
lichtmik rospisch die weit- 
gehend strémungsparal- 
lele Lage der Zellwand- 
Mizellenstruktur [14]. 
Green |15| nimmt aber 
auch eine Zellwandfibril- 
lenlage an, die dazu spie- 
gelsymmetrisch ist. Diese 
zweite Fibrillenorientie- 


Abb. 13. Aufsicht auf eine Querwand von Chara 
contraria, Zwischen netzartigen Verdickungen der 
Zellwand liegen sehr feine. regelmafig angeordnete 


Punkte. die als Poren aufzufassen sind. Phasen- : 
a rung ist auch aus ande- 
kontrast 1500. 


ren Beobachtungen wahr- 
scheinlich [16]. Wahrend man sich die Bildung der Zellwandfibrillen parallel 
zu den Plasmafibrillen recht gut vorstellen kann, ist das bei den spiegel- 
symmetrisch gelagerten mit Schwierigkeiten verbunden. 

Eine Beziehung zwischen Zellwand und Fibrillen besteht auch am In- 
differenzstreifen. Hier, wo keine Strémungsaktivitat der Fibrillen herrscht. 
weist die Zellwand oft eine nach innen vorspringende Leiste auf [17, 18]. 

Endlich zeigen die Querwiande eine ganz andere Zellwandstruktur als 
die Langswande (Abb. 13): Zwischen netzartigen Leisten sind hier sehr 
feine Poren zu erkennen. Diese Poren sind aquidistant angeordnet und es 
ist wahrscheinlich, daB durch sie einzelne Fibrillenstrange ziehen 2. 

Weil die Strémung in sich zuriickflieBt. miissen auch die Fibrillen in 


> Die aquidistante Anordnung im Querschnitt wurde auch bei den Proto- 
fibrillen des Muskels gefunden [19]..so da® hier vielleicht eine allgemeine Quer- 
schnittskonfiguration der bewegungsaktiven Fibrillen vorliegt. 
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jeder Zelle einen in sich geschlossenen Komplex bilden. Die im aus- 
gequetschten Plasma beobachtete Tendenz der Fibrillen, in sich geschlossene 
Ringe zu bilden, hat wohl die gleichen Grundlagen. 


Die Geschlossenheit dieses Fibrillenkomplexes in der Zelle wird durch 
die Tatsache bestiatigt, da eine einzige Internodialzelle fiir sich lebens- 
fahig ist und die Strémung aufrechterhalt. Ein Teil der Fibrillen zieht 
aber durch die Querwandtiipfel in die Nachbarzellen und iibertragt Im- 
pulse von einer Zelle in die andere. 


Schon Umrath [20] verlegt auf Grund seiner elektrophysiologischen 
Untersuchungen die reizleitenden Strukturen der Characeenzelle in die 
periphere Plasmaschichte, und auch andere Beobachtungen machen es wahr- 
scheinlich, da die Fibrillen als wesentliche Trager der Reizleitung anzu- 
sehen sind. 


Wird z. B. eine der grofen Internodial- oder Blattzellen getétet, etwa 
durch Abschneiden, so werden durch die iibertragene starke Schock wirkung 
fast stets auch die angrenzenden kleinen Knoienzellen getétet. Der durch 
das Abschneiden bewirkte Schock lést auferdem meist in der ganzen 
Pflanze Strémungsstillstand aus, auf jeden Fall aber in den benachbarten 
Internodialzellen. 


Mit dem durch Reizung erzeugten Strémungsstillstand scheint eine 
augenblickliche Desorientierung der Fibrillen des auBeren Plasmas ver- 
bunden zu sein, was seinen Ausdruck findet in unorientierten Bewegungen 
der an der Grenzflache zwischen den beiden Plasmaschichten befindlichen 
Mikrosomen [1, 14]. 


Neben der Reizleitung diirften die Fibrillen schlieBlich eine wesentliche 
Funktion im morphologischen Aufbau der Characeen einnehmen. Bekannt- 
lich zeigt die Stémung der Characeenzelle eine schraubige Drehung. Die 
Neigung der Schraube ist bei den Internodialzellen viel gréfer als bei den 
.Blattzellen“, wo sie oft véllig fehlt. Innerhalb einer Internodialzelle ist 
sie am starksten am unteren Zellende, nimmt gegen die Zellmitte ab und 
steigt gegen das obere Zellende wieder gering an. 


Dieser Schraubenbau ist schon ein grundlegendes Merkmal in der Mor- 
phologie der Characeen. Wie aber bereits A g ard h [21] erkannte, bestehen 
zwischen der Sitrémung und dem Bau auch noch andere gesetzmafige Be- 
ziehungen. So bewegt sich das Plasma bei den wirtelig angeordneten ,,Blatt- 
zellen* auBen hinauf und innen herunter. Ferner scheint bei aneinander- 
grenzenden Internodialzellen der Schraubenbau durchzugehen und der 
Drehungssinn des Plasmastromes ist in allen Teilen der Pflanze der gleiche. 
SchlieBlich sitzt dort, wo sich ein ..Blattchen* in zwei kleinere gabelt, das 
gréBere von beiden immer auf der Seite, an welcher der Plasmastrom an- 
kommt. 


Da nun die Strémungsrichtung bzw. der Schraubenbau letzten Endes 
von den in der peripheren Plasmaschichte vorhandenen Fibrillen abhangig 
ist. scheinen die Fibrillen auch bei der Formbildung wesentlichen Anteil 
zu haben. 
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IV. Grundsiatzliche theoretische Bedeutung der Fibrillen 


Die in dieser Arbeit beschriebenen Fibrillen sind wahrscheinlich licht- 
mikroskopisch sichtbare Biindel der schon bei anderen Objekten meist auf 
Grund indirekter Methoden angenommenen fibrillaren Aufbauelemente des 
Cytoplasmas |vgl. u. a. 22, 23, 24, 25]. Vom chemischen Standpunkt haben 
wir es wohl mit Proteinkettenmolekiilen zu tun. Hier erhebt sich aber dic 
Frage, wie sich dieses Protein im lebendigen, bewegungsaktiven Zustand 
vom toten unterscheidet. 

Nach Ansicht des Verfassers geniigt es nicht, die besprochenen Erschei- 
nungen an den Fibrillen allein auf raumlich kleinere Elemente wie Atom- 
gruppen zuriickzufiihren, wie das in den verschiedenen mechanistischen 
Bewegungstheorien der Eiweiffketten des Protoplasmas geschieht. Wesent- 
lich ist vielmehr, entlang ihrer ganzen Langserstreckung einen die Einheit 
herstellenden Vorgang anzunehmen, wobei die oft gleichzeitig harmonisch 
iiber die ganze Fibrillenlange verteilien Wellenziige und bewegenden 
Impulse als sichtbare dynamische Wirkungen dieses Vorganges aufgefaRt 
werden kénnen. 

Mit dieser Annahme wird nicht etwa eine Eigenstandigkeit der lebenden 
Struktur im Sinne des Vitalismus behauptet, der Vorgang kann vielmehr 
auch im anorganischen Bereich wirksam sein. Seine Wirkung diirfte dort die 
molekulare Gréfenordnung aber nicht iiberschreiten, wahrend im lebenden 
Protoplasma, wie das bei der Characeenstrémung besonders auffallt, die 
ganze Zelle bzw. der ganze Organismus erfaft ist. Dasselbe behaupten 
im wesentlichen auch die sogenannten Kontinuitatstheorien vom Proto- 
plasmabau [26, ‘ 29], doch hat man hier bisher nur dltere Vorsiel- 
lungen der chemischen Bindung beriicksichtigt. 

In Ubereinstimmung mit der Annahme, daf entlang der kontinuier- 
lichen Strukturen die Strémungsimpulse verlaufen, ist auch die Feststellung, 
daf bei einer Unterbrechung der Kontinuitat, z. B. durch iibergrofe Er- 
warmung der Zelle, nur mehr kurzreichende Impulse méglich sind, die 
auch entgegengesetzt zur alten Bewegungsrichtung erfolgen [14]. Der ur- 
spriinglich einheitliche Vorgang wird hier anscheinend in viele Bereiche zer- 
rissen und seine zuerst im grofen Komplex in sich geschlossene Dynamik 
erhalt entlang dieser Bereiche Polaritat. 

Wie der die Einheit herstellende Vorgang physikalisch zu deuten ist, 
diirfte von biologischer Seite kaum entschieden werden kénnen. Die Heran- 
ziehung neuer Vorstellungen aus der Molekularphysik wird hier aber 
vielleicht manches verstindlich erscheinen lassen, was mit dlteren Begriffen 
nicht erfaBt werden konnte. Dasselbe gilt vermutlich auch fiir die Beziehung 
zwischen Plasmabewegung und Brown scher Bewegung. 

Leider erscheinen experimentelle Eingriffe zur physikalischen Beein- 
flussung des Fibrillenkomplexes vorlaufig nur in sehr beschrinktem Um- 
fang méglich. Auch eine chemische Behandlung diirfte kaum ein positives 
Ergebnis erkennen lassen, weil die beschriebenen lebenden Eiweiftstruk- 
turen auferst labil sind. Die verschiedenen Strukturbilder in den Degene- 
rationsstadien, die durchwegs ohne aufere Einwirkung entstanden sind, 
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bilden hier den besten Beleg. Trotzdem darf natiirlich nichts unversucht 
bleiben, um weitere Eigenschaften und den Feinbau dieser Protoplasma- 
strukturen zu ermitteln. 


Zusammenfassung 


Die Fibrillen in den ausgepreRten Plasmatropfen der Characeen-Inier- 
nodialzellen zeigen folgende Eigenschaften: 

1. Es besteht eine Affinitat zu bestimmten kleinen Mikrosomen. 

2. Sie sind infolge einer parallel verschiebend wirkenden Kraft aktiv 
beweglich. 

3. Sie vereinigen sich im ausgepreBten Plasma zu dickeren Biindeln. 

4. Sie haben die Tendenz, sich in sich selbst zu schlieBen. 

5. Fibrillenbiindel zeigen gesetzmaRige Transversalwellen, die immer 
in der Bewegungsrichtung des Biindels weiterlaufen. 

6. Die Fibrillenbiindel haben die Fahigkeit zur spontanen geradlinigen 
Versteifung, die in Erstarrung iibergehen kann. Die erstarrten Fibrillen 
leuchten im Uliramikroskop als Ganzes und zeigen im polarisierten Licht 
Anisotropie. 

7. Die Fibrillen unterliegen im aktiven Zustand nicht der B ro wnschen 
Molekularbewegung. 

8. Sie zeigen ein elastisches Verhalten. 

9. Unter bestimmten Umstinden kommi es zu einer Anlagerung an die 
Zellkerne, wo sie die Rotationen und anscheinend auch die Durchschniirun- 
gen bei der Fragmentation bewirken. 

In den Plasmatropfen lieBen sich folgende Verteilungsméglichkeiten der 
Fibrillen beobachten: 

1. Eine homogene Verteilung, ohne deutliche Biindelbildung. 

2. Biindelbildung in der bevorzugten Gestalt des Ringes. 

3. .Globulire Degeneration* in Fosm von kugelférmigen Zusammen- 
ballungen. 

4. ..Fibrilliire. Degeneration® in Form von weitreichenden Schleifen- 
bildungen. 

In der normalen Zelle findet sich die bewegungsaktive Fibrillensubstanz 
vor allem in der peripheren Plasmaschichte. Die Fibrillenorientierung ist 
an der Impulsrichtung der Plasmastrémung zu erkennen. 

AuBer als Impulstriger der Protoplasmabewegung erscheinen die 
Fibrillen vermutlich auch als die wesentlichen Strukturen der Reizleitung 
und Formbildung. 

Es wird entlang der ganzen Fibrillenerstreckung ein die Einheit her- 
stellender Elementarvorgang angenommen. 
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I. Einleitung 
A. Zielder Arbeit 
Der Ablauf der Zellteilung wird seit einigen Jahrzehnien als bekannt 


angesehen. Dagegen ist die Zahl der Theorien, Hypothesen und Meinungen 
iiber den Mechanismus, d. h. iiber das ,,Wie“ dieses Vorganges, be- 
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trachtlich, und es wird im Laufe der Jahre immer klarer, da ein derart 
komplexes Geschehen sich nicht durch eine einzige Theorie oder durch eine 
Reihe mehr oder minder gut begriindeter Annahmen befriedigend erkliren 
laRt, sondern zu einer Aufklarung in Teilvorginge zerlegt werden 
muf. Diese sind erst der exakten Beobachtung und Messung und damit 
einer befriedigenden Erklarung zugiinglich. Es ist wohl iiberfliissig zu be- 
tonen, daff eine solche Betrachtung von Einzelerscheinungen nicht isoliert 
gesehen werden darf, sondern nur im Hinblick auf die Funktion der auf 
diese Art isolierten Teilvorginge im Gesamtgeschehen. 

Das Ziel dieser Arbeit soll daher nicht eine neue Theorie der Mitose, 
sondern vielmehr der Versuch sein, zu einer exakten, d. h. messenden 
Beobachtung einiger solcher Teilvorginge der Zellieilung zu gelangen. 
Es wird sich also darum handeln, die bei den zu untersuchenden Vorgiingen 
auftretenden verschiedenen Form- und Ortsverainderungen im 
raumlichen und zeitlichen: Ablauf zu messen, zu ver- 
gleichen und damit einige Glieder der Kausalketten aufzuzeigen, die zur 
Zellteilung fiihren. Folgende Fragen sind zur Untersuchung vorgesehen: 

1. Die Ausbildung der Teilungsfurche und ihre Ursachen. 

2. Der Grad der Abhangigkeit von Kernteilung und Zell- 
teilung. 

3. Der Entwicklungsgang der Mitochondrien wéahrend der 
Meiose und deren Bedeutung fiir die einzelnen Phasen der meiotischen 
Teilung. 

4. Die Rolle der Mitochondrien bei der Spermiohisto- 
genese. 

Bei den Techniken, die zu cytologischen Untersuchungen meist ange- 
wandt werden, beim Fixieren, Farben und Schneiden von sich teilenden 
Zellen erhalt man eine Reihe von Phasenbildern, gewissermafen ,,.Moment- 
aufnahmen*, aus denen man auf Grund statistische Uberlegungen und nach 
vorgegebenen Arbeitshypothesen Bewegungsablauf und Formwechsel er- 
schlieft, ohne diese jedoch direkt beobachten und im einzelnen messen zu 
kénnen. .,The studies of cells in a fixed state ... may describe the results 
but not the ways leading to them“ (Bajer 1956). 

Um diesen Mangel zu beseitigen, bedarf es einer Methode, die das 
menschliche Zeitmoment verandert. Diese Methode bietet sich durch die 
Verwendung des Zeitrafferfilms. In Verbindung mit dem Phasen- 
kontrastverfahren erhalt man hiermit .lebende Dauerpriaparate* 
(Michel 1943), die auch die Vorgange einer exakten Auswertung durch 
die Teilbildanalyse (K uh] 1949) und der Messung zuginglich machen, die 
sich bei der Anwendung statischer Methoden und subjektiver Lebend- 


heobachtung nicht oder nur quantitativ erkennen lassen. 


B. Friihere Untersuchungen iber die Zellteilung mit 
Hilfe des Zeitrafferfilms 


In geringem Umfang wurde der Zeitrafferfilm schon von Béla (1929) 
benutzt, um das ,Zusammenklappen“ des durch hypertonisches Medium 
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stark gesireckten ,Stemmkérpers* zu demonstrieren. Kuh] uniersuchte 
1937 die Entwicklung der Bernsteinschnecke (Succinea putris), die Entwick- 
lung des Eies der weiffen Maus (1938), die Entwicklung des marinen Anne- 
liden Potamoceros triqueter (1941 b), die Entwicklung des Seeigeleies (1941 c 
und 1945) und die Entwicklung des Blaufelchen (1943). In diesen Arbeiten 
wird erstmals der Versuch gemacht, die Bewegungsvorginge wahrend der 
Mitose quantitativ mit Hilfe des Films zu messen. 

Ahnliche Ziele verfolgen die Arbeiten von Sichel und Burton 
(1938) (elastischhe Spannung des Cortex), Hughes und Swann (1948) 
(Messung der Spindelverlangerung und Chromosomenbewegung) sowie 
Jacquez und Biesele (1954) mit der Auswertung des Films von 
Michel (1943) (Chromosomenbewegung). 

‘Auf botanischem Gebiet sind vor allem die umfangreichen und sorg- 
faltigen Arbeiten von Bajer und Molé-Bajer (1954 und 1956) be- 
achtenswert. 

Von Moéllendorff wertet seine Zeitrafferfilme iiber Fibrocytenkul- 
turen statistisch aus. Weiterhin arbeiteten iiber den Mechanismus der Mitose 
mit Hilfe des Zeitrafferfilms, jedoch ohne Teilbildanalyse: Schneider 
(1938) (der Vorgang der Zellteilung bei Allium und Tradescantia), Michel 
(1943 und 1950), in dessen Film erstmalig simtliche Phasen der Meiose in 
technisch vollendeter Form dargestellt werden, Le wis (1951) (Viskositats- 
anderungen und Kontraktionsspannungen) und Waddington (1952) 
(Bewegung des Cortex vor und wahrend der Teilung bei Triturus.). 


C. Material, Aufnahmetechnik und Auswertung 


An das Maierial fiir eine Untersuchung mit Hilfe des Phasenkontrast- 
verfahrens, des Zeitrafferfilms und der Teilbildanalyse miissen eine Reihe 
von Anforderungen gestellt werden: Das Objekt mu méglichst d urch- 
sichtig sein. Seine Dicke darf eine bestimmte, von der verwendeten 
Optik abhangige Groéfe nicht iiberschreiten. Es darf keine merkliche 
Eigenbewegung aufweisen. Es muf sich ferner iiber mehrere Stun- 
den hinweg ohne Schadigung in Kultur halten lassen und muff gegen 
die bei einer Filmaufnahme unvermeidliche, relativ intensive Beleuch- 
tung unempfindlich sein; eine Eigenschaft, die selten im gewiinschten 
Mae vorhanden ist. 

Weiterhin miissen die Strukturen klar erkennbar sein und wahrend 
der ganzen Beobachtungszeit sichtbar bleiben, die fiir die zu untersuchenden 
Vorgiinge wichtig sind. Objekte, die an der Grenze der Sichtbarkeit im 
Lichtmikroskop liegen, wie feine Geifeln, Zellen mit zahlreichen kleinen 
Chromosomen oder Organellen, die nur fiir kurze Zeit sichtbar werden, sind 
fiir eine Teilbildanalyse wenig geeignet. Nicht zuletzt mu das Material in 
ausreichender Menge zur Verfiigung stehen. Es zeigte sich, nach Michel 
(1943) und auf Grund eigener Vorversuche, daf die Spermatocyten von 
Oedipoda coerulescens alle gestellten Bedingungen im wesentlichen er- 
fiillen. 

Der Einwand, daf die Stadien der Spermatogenese meiotische 
Teilungen und somit nur einen Sonderfall der normalen Zellteilung 
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darstellen, ist berechtigt. Die Unterschiede betreffen jedoch nur die Stadien 
vom Leptotin bis zum Beginn der Diakinese. Von da an bis zur Telophase 
kann die Meiose als Modell der somatischen Mitose gelten (B élai 1929). 
Da die Erscheinungen wihrend der Prophase auch aus anderen Griinden 
in der vorliegenden Arbeit nur am Rande behandelt werden solJen, er- 
scheint die Benutzung dieses .Modells“ vertretbar. 


Als ,,Zellteilung* werden in dieser Arbeit simtliche Teilungen einer Zelle be- 
zeichnet,. gleichgiiltig, ob dabei eine typische Kernteilung stattfindet oder nicht. 
»Mitose* bzw. .Meiose”, iiber deren Definition es in der Literatur verschiedene 
Auffassungen gibt, werden diejenigen Zellteilungen genannt werden, die gleich- 
zeitig von einer regelrechten Kernieilung begleitet werden. Die eigentliche Kern- 
teilung. in der Literatur meist Mitose genannt, wird zum Unterschied von dieser 
als ,.Karyokinese* bezeichnet werden, wihrend der reinen Plasmateilung die 
Bezeichnung .,,Durchschniirung* bzw. .,Abschniirung“ vorbehalten bleibt. 


Die Praparate werden nach dem von Michel (1952) empfohlenen 
Olkammerverfahren nach Comandon und de Fonbrune in etwas modi- 
fizierter Form hergestellt. 

Bei einwandfreier Praparation entwickeln sich die Zellen mindestens 
10 Stunden lang ohne im Zeitrafferbild sichtbare Schidigungen weiter, wenn 
starke Erwarmung und dauernde intensive Beleuchtung vermieden werden. 
Die Filmaufnahmen wurden bis auf wenige Ausnahmen mit intermit- 
tierendem Licht ausgefiihrt. Es wurden keine Aufnahmen von Zellen aus- 
gewertet, die nicht mindesiens 30 Minuten nach Beendigung der Auf- 
nahme noch ohne erkennbare Schidigung waren. 


Fiir die Filmaufnahme wurde die Zeiss-Winkel-Mikrofilmkamera mit der 
Phasenkontrasteinrichtung von Zeiss nach Michel benutzt (Michel 1952). 
Das verwendete Objektiv war Ph 40/0,65, die Okulare Kpl 12.5 und Photo 6x. 
Der Film wurde auf '/25:0 bei den Aufnahmen gerafft, die der Auswertung zu- 
grunde liegen. Insgesamt wurden Raffungen von 1/64 bis 4/1000 angewandt. Alle Auf- 
nahmen wurden auf Normalfilm 35 mm hergestellt. 

Die Einzelaufnahmen erfolgten mit der Phasenkontrasteinrichtung 
(Phasenvariator) von Leitz nach Heine in Verbindung mit der Leica, den Objek- 
tiven Py ApoL63:1 und Py ApoOl 90/1,15 und den Okularen Periplan 10x 
- und 12X. 

Bei allen Aufnahmen wurde das Griinfilter VG4 von Schott zur kontrast- 
reicheren Darstellung der Plasmastrukturen verwandt. 

Saimtliche Aufnahmen wurden in den Jahren 1955 und 1956 angefertigt. 


Die erhaltenen Filmstreifen wurden mit Hilfe der Teilbildana- 
ly se ausgewertet. 

Der optische Schnitt einer sich teilenden Zelle in der Ebene der Spindel- 
achse wurde auf durchscheinendes Zeichenpapier projiziert und die zu 
untersuchenden Teile mit spitzen Farbstiften nachgezogen. Dies wurde 
jeweils nach einer geeigneten Anzahl von Teilbildern wiederholt. Dabei 
erwies es sich im vorliegenden Fall als giinstig, den Zwischenraum von 
einer Teilzeichnung zur anderen so zu wahlen, daB er einer Zeit von 75 sec. 
im Leben entspricht. 

Diese Zeichnungen wurden, ausgehend vom Schnittpunkt der Spindel- 
achse mit der Metaphaseplatte bzw. der Teilungsebene als Mittelpunkt in 
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gleich groRe Sektoren eingeteilt. Sind die Sektoren schmal genug, 
so werden die Unterschiede z. B. in der Lange oder der Richtung der 
Mitochondrien oder der Geschwindigkeit der Membranbewegung inner- 
halb eines einzelnen Sektors so geringfiigig, daB sie zu vernach- 
lassigen sind. Dabei erschienen 16 Sektoren ausreichend (vgl. Abb. 26 
und 27). Es war nun méglich, in jedem einzelnen Sektor eine Reihe von 
Vorgangen in ihrem zeitlichen Ablauf in Form einer einfachen Kurve dar- 
zustellen, deren Abszisse die Zeit ist und deren Ordinate je nach der Art 
des zu untersuchenden Vorganges gewihlt wird. So lieB® sich die zeit- 
liche und riumliche Abhangigkeit dieser Vorginge von- 
einander direkt messen. Es wurde dabei zur Vermeidung von Trugschliissen 
Wert darauf gelegt, aus einer gréferen Zahl von Einstellungen diejenigen 
auszuwahlen, die fiir den betreffenden Vorgang besonders typisch waren. 

Reine Ortsverainderungen lassen sich natiirlich leichter in Form von 
Geschwindigkeits- oder Weg-Zeit-Kurven darstellen oder durch iiber- 
einanderprojizierte Teilbilder. 

Die Filmauswertung (Teilbildanalyse) wurde mit dem Auswerteapparat 
von W. Kuhl (1949) vorgenommen. 

Die Arbeit wurde im Institut fiir kinematische Zellforschung zu Frank- 
furt am Main durchgefiinrt. Der zugehérige Zeitrafferfilm liegt dort zur 
Einsicht vor. 

Dem Leiter des Instituts, Herrn Prof. Dr. W. Kuhl, dankt der Ver- 
fasser fiir die Anregung zu dieser Arbeit, fiir seinen Rat und die grof- 
ziigige technische Unterstiitzung. 

Die Fragestellung dieser Arbeit erfordert ‘eine grundsatzliche Bemer- 
kung zur Nomenklatur. Wendungen, wie: .Die Chromosomen wan- 
dern...”, ,Die Mitochondrien verlangern sich...“ und andere lassen 
sich bei der Beschreibung der Zellteilung nicht immer vermeiden. Bei einer 
cytodynamischen Arbeit, die der Untersuchung von Ursache und Form von 
Bewegungen dient, sind derartige Aussagen jedoch unzulassig, da sie durch 
ihre aktive bzw. passive Form die Art (aktiv oder passiv) oder die Ursache 
(Eigentitigkeit des bewegten Gegenstandes) anzugeben scheinen. Um 
wiederholte, langatmige Umschreibungen zu vermeiden, wird dennoch diese 
Art der Beschreibungen in einigen Fallen beibehalten werden. Es sei aber 
darauf hingewiesen, da8 in der vorliegenden Arbeit die Verwendung des 
Aktiv* oder ,Passiv® nichts iiber Art und Ursache einer Veran- 
derung aussagt, wenn nicht durch eine Beifiigung, wie z. B. .das Chromo- 
som bewegt sich aktiv...“, ausdriicklich auf die Art des Sach- 
verhaltes hingewiesen wird. 


II. Die Spermatogenese von Oedipoda coerulescens unter 
Anderung des Zeitfaktors 


A. Der Vorgang der Meiose im Zeitrafferlaufbild 


Bei der Betrachtung der Zellteilung unter Zeitraffung sind 
eine Reihe von Feststellungen zu treffen, die sich aus dem Studium fixierten 
Materials oder aus der subjektiven Beobachtung lebender Zellen nicht ohne 

Protoplasma, Bd. L/1 8 
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weiteres ergeben. Michel berichtet iiber diese Ergebnisse bei der Reife- 
teilung von Psophus stridulus ausfiihrlich. Da bei Oedipoda die Verhiilt- 
nisse ganz ihnlich liegen, wird 


mo F . ‘ 
hier auf eine genauere Dar- 


stellung verzichtet. Die Beob- 
achtungen werden nur soweit 
mitgeteilt, wie es zum Ver- 
stindnis des zweiten Teiles 
der Arbeit, der Filmauswer- 
tung, nétig erscheint. 


Die Prophase zeigt auBer 
der Granulabewegung und der 
Bildung eines Mitochon- 
drienbandes auch beistar- 
ker Raffung (1 : 1000) keine 
Bewegung, die als Ausdruck 
einer .Aktivitaét* gedeutet 
werden kénnte. Auch die Kon- 
trollaufnahme einer Prophase- 
zelle iiber 12 Stunden 1liBt 
noch keine wesentliche Veranderung erkennen. Zusammen mit dem relativ 
haufigen Vorkommen dieser Phase (wie auch der Nebenkernstadien der 
Spermatiden) aft 
dies auf eine Dauer 
dieses Zustandes von 
mehr als 20 Stunden 
schliefen. 


Abb. 1. Ende der Prophase. Mitochondrien- 
band in Auflésung begriffen (Mau). Spiral- 
struktur der Chromosomen (Sp) erkennbar. 


Erkennbare akti- 
ve Orts- und Form- 
veranderungen _ set- 
zen erst bei Beginn 
der Metaphase 
ein (Abb. 1 und 2). 
Die Chromosomen 
werden als dunkle 
Schatten sichtbar. 
Wahrend der Pro- 
phase waren sie ohne 
Zuhilfenahme — von 
Farbemethoden nur 
in den durch schwach 
hypertonisches Me- 


dium entquollenen BO = gall 


Zellen = erkennen. Abb. 2. Ende der Prophase. ..Netzstruktur* der Chro- 
Die Mitochondrien mosomen (Ne), Kernmembran (Km) und Mitochon- 
haben sich in der drienband (Mb) im optischen Querschnitt. 
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friihen Prophase zu einem wurst- oder bandférmigen Gebilde kérniger 
Struktur zusammengelagert. Kurz vor Beginn der Metaphase trennen sie 
sich, an den Enden des Bandes beginnend, voneinander und nehmen ihre 
langsam oszillierende Bewegung unter Zeitraffung in verstirktem Mae 
wieder auf. Gleichzeitig, oder wenig spater, wird die bisher undeutliche 
Kontur der Tetraden scharfer und enthiillt eine Form, die bei mittlerer 
VergroéRerung (300—800X) als Spirale gedeutet werden kénnte, bei Ver- 
wendung von Olimmersion jedoch eher an ein die Chromosomen um- 
gebendes Netz- oder Faserwerk erinnert (Abb. 1 und 2). Eine Bewegung 
oder Formverinderung 
dieser nur kurze Zeit 
sichtbaren  Strukturen 
scheint nicht stattzufin- 
den. Mit diesem Phiino- 
men iiberschneiden sich 
zwei andere, spiiter noch 
ausfiihrlich zu erértern- 
de: Die Mitochondrien 
wandeln sich verhialtnis- 
miffig schnell, jedoch 
nicht gleichzeitig, zu lan- 
gen, biegsamen Fiden 
um, und die Tetraden. 
deren Umfang abnimmt, 
wihrend ihre Lichtbre- 
chung und wohl auch ihre 
Dichte einem Maximum 
zustrebt, geben ihre Be- 
wegungslosigkeit auf und 

bewegen sich auf mehr Abb. 3. Metaphase. Der Golgikérper (Go) ist deut- 
lich zu erkennen, ebenso die Zusammensetzung des 
Mitochondrienringes (Mr) aus einzelnen Mitochon- 

drien. 


oder weniger geraden 
Bahnen der Kernperi- 
pherie zu. Es entsteht der 
Eindruck, als ob sich die Kernmembran in dem Moment auflése, in dem alle 
Tetraden sie erreicht und sich ihr angelagert haben und daft nach ihrem Ver- 
schwinden die Chromosomen geradewegs dem Zentrum des Kernes ,,zu- 
eilen“. Wieweit dieser Eindruck richtig ist. wird ein spateres Kapitel zeigen. 

Wiahrend dieses letzten Stadiums herrscht in der gesamten Zelle leb- 
hafte Bewegung. Diese Unruhe ist sogar bei direkter mikroskopischer Be- 
obachtung wahrzunehmen, wenn es wegen ihrer absoluten Langsamkeit 
auch nicht méglich ist, sie ohne Zeitraffung messend zu verfolgen. Aber auch 
bei starkster Raffung (auf 1: 1000) lieBen sich bei diesem Objekt (ahnlich 
wie bei Rhabditis) die so oft beschriebenen und gezeichneten .,F ont ane- 
strémungen* trotz intensiven Suchens nicht beobachten. Daf jedoch 
die Mitochondrien kurz vor Beginn der Anap hase Stellungen ein- 
nehmen, wie sie erwartet werden miiften, falls eine solche Strémung vor- 
handen wire, wurde auch hier festgestellt (Abb. 3 und 6 a). 

8* 
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Der Beschreibung der normalen Anaphase, wie sie Michel 1943 
gibt, ist auf Grund der Betrachtung des Laufbildes nichts Wesentliches hin- 
zuzufiigen: Die Mitochondrien bilden die schon erwahnte ringartige 
Anhaufung. Die Zelle kontrahiert sich etwas in Achsenrichtung. 
Eine wogende Bewegung der Zellmembran setzt ein und steigert sich 
bis zur Bildung der Teilungsfurche. Die Chromosomen wandern 
unterdessen mit dem Zentromer voraus geradlinig nach den Polenden der 
Spindel. 

Um Mifverstaindnisse zu vermeiden, sei an dieser Stelle nochmals darauf hin- 
gewiesen, dafi es sich bei dem vorliegenden Kapitel um eine Beschreibung des 
subjektiven Eindruckes handelt, den der Betrachter von dem Zeit- 
rafferlaufbild erhalt. Die Verwendung von aktiven oder passiven Aus- 
driicken, wie z. B. ..Die Zelle kontrahiert sich“ oder ..Die Mitochondrien werden 
zusammengedrangt...“, sagt nichts iiber die Ursachen dieser Verinderungen 
aus. Die kausale Analyse einzelner Bewegungsvorgainge wird in den foli- 
genden Kapiteln versucht werden. 

Scheinbar gleichzeitig (die Analyse dieser Vorgange wird den zeitlichen 
Ablauf genauer erkennen lassen) dehnt sich die Zelle in Richtung der 

Achse aus und die 
Mitochondrien, die in- 
zwischen eine Liinge von 
etwa 25 erreicht haben, 
legen sich zu einer rohr- 
artigen Manschette 
um den mittleren Teil 
der Spindel und werden 
dort von der vordrin- 
genden Teilungsfurche 
zu einem diinnen Biin- 
del zusammengedriingt 
(Abb. 4 und 5). 

Der Eindruck, dab 
dieses Biindel von der 
vordringenden Furche 


, 7” ringformig eingeschniirt 
. ’ m und an einer oder zwei 
Peer ; ; = Stellen durchschnitten 
Abb. 4. Anaphase. Die Wirkung des ,.Stemmkorpers* : wer 
' oe : wird, beruht auf einer 
(St) auf die verquellenden Chromosomen (Ch). Die 


: : $ : Ta die durch die 
wohlausgebildete Mitochondrienmanschette ist zu er- duschung, tlagre chd 4 
nie Clea eigenartigen hellen Zo- 


nen hervorgerufen wird, 
welche im Phasenkontrastbild jeden gréBeren dunklen Gegenstand umgeben 
(..Halo“, ..Parasitires Licht“). 


Aufschlu@reicher fiir den Mechanismus der Zellteilung sind die ver- 
einzelt auftretenden gestérten Teilungen. Bei einzelnen Meta- 
phasen .gelingt es den Mitochondrien nicht“, aus der ringférmigen An- 
ordnung sich in die Manschette um den Spindelkérper umzugruppieren. 
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Sie bilden dann Biindel, die meist in annahernd radialer Richtung im Zell- 
plasma liegen. In diesem Fall treten zwar auch Teilungsunruhe und 
Anaphasenbewegung auf, aber sie fiihren nicht zur normalen Zellieilung. 
Die Bewegung der Chromosomen kommt bald zum Stillstand und wird 
riicklaufig. Die Chromosomen selbst vereinigen sich wieder in der Mitte 
der Zelle und ,,verquellen* zu einem diploiden Restitutionskern. 

(Die Bezeichnung .,verquellen* fiir das langsame Unsichtbarwerden der Chro- 
mosomen in der Telophase sagt nichts iiber die Art dieses Vorganges aus. Sie ist 
jedoch allgemein gebrauchlich und wird aus diesem Grunde auch im Rahmen dieser 
Arbeit beibehalten.) 


Abb. 5. Telophase. Die gleiche Zelle wie Abb. 4. Die Tochterkerne (Tk) werden 
von dem .Stemmkérper* (Ste) zur Seite gedrangt. 


Die Teilungsunruhe ist starker als bei normalen Teilungen. Die Aus- 
bildung der Teilungsfurchen erscheint gestért. Sie werden z. T. gleichzeitig 
an mebreren Stellen der Zelle angelegt und schniiren sich nur ,,zégernd* 
ein. Oft werden auch Teilungsfurchen ,begonnen* und dann wieder ,,auf- 
gegeben“, d. h. das Plasma bewegt sich wieder in die Ausgangslage zu- 
riick. In jedem Fall steht jedoch die endgiiltig bleibende Tei- 
lungsfurche senkrecht auf dem Mitochondrienbiindel. 
Wo sie zwischen zwei Biindel zu liegen kommt, schneidet sie etwa in Rich- 
tung der Winkelhalbierenden ein, wenn man die Mitochondrienbiindel als 
Schenkel des Winkels ansieht. 

Zellen gleichen Entwicklungsalters aus dem gleichen Hodenschlauch und 
im gleichen Praparat zeigen zwar gegeniiber den gestérten Zellen Unter- 
schiede in der Zeit, die zur Ausbildung der Teilungsfurche benétigt wird: 
eigenartigerweise verlaufen jedoch die Veranderungen an den Chromoso- 
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men (Sichtbarwerden in der Prophase. Bewegungen in der Pro- und Meta- 
phase sowie ,,.Verquellung* zum Restitutions- bzw. Tochterkern) nahezu 
synchron bei normalen Teilungen und solchen, die nicht zu Meiose fiihren 
(Abb. 6 a—c). 

In diesem Zusammenhang ist eine andere Beobachtung von Interesse, die 
wiederholt bei der Durchmusterung der Praparate gemacht werden konnte: 
Einzelne Prophasezellen, die normalerweise keine erkennbare Bewegung 
zeigen, wiesen oft eine einseitige, atypische Teilungsunruhe 
auf, die sich in einem Falle bis zur Abschniirung von Plasmateilen steigerte. 
(Die betreffende Zelle war hier schon im Ubergang zur Metaphase begrif- 

fen.) In jedem dieser 
Fille lie? sich feststellen. 
dafin einem Abstand von 
héchstens 150u in Rich- 
tung des am. stirksten 
bewegten Teiles der Zell- 
membran eine Spermato- 
cyte im Metaphase- oder 
Anaphasestadium (der 
Zeit der stiirksten Unru- 
he) lag und da die Be- 
wegung der Prophase- 
zelle erlosch, sobald die 
benachbarie Zelle die Tei- 
lung beendet hatte und 
zur Ruhe gekommen war. 


Auch bei offensichtlich 


ungestérten Teilungen 
Abb. 6a. Beginn einer atypischen Teilung. Meta-  |jeRen sich iihnliche Fest- 
phase. Die Zelle ist im gleichen Entwicklungsstadium stellungen machen. Ist die 
wie die in Abb. 3. Mitochondrien (Mi) und Tetraden Teilungsfurche nahezu 
(Te) sind in der fiir eine normale Metaphase typi- ; ; . 
schen Anordnung, ebenso das X-Chromosom (X). velicamet wen Bel aie 
Verkiirzung der Mito- 
chondrien noch nicht begonnen, so treten am Grunde der Furche 6fter 
kleine. wenige Mikron lange, pseudopodienartige Protube- 
ranzen auf. Sie haben kugelige oder birnenférmige Gestalt und zeigen 
unter Zeitraffung schwache, vermutlich passive Bewegung. In ihrem 
Innern findet sich in einigen Fallen ein .Achsenfaden*, der ein Mito- 
chondrium sein kénnte und der sie mit der Zelle verbindet. Zu Beginn der 
Telophase werden diese Protuberanzen entweder abgeschniirt und _flot- 
tieren dann als Plasmakiigelchen im Kulturmedium, oder sie werden, aller- 
dings seltener, wieder in die Zelle aufgenommen. Die Wiedervereinigung 
erfolgt innerhalb weniger Minuten und gleicht dem ZusammenflieRen 
zweier Tropfen einer hochviskosen Fliissigkeit. Diese Gebilde treten nur 
dann auf, wenn die Teilung in relativ kurzer Zeit durchgefiihrt wird. Bei 
schnell ablaufenden und gestérten Teilungen sind die abgeschniirten Proto- 
plasmakugeln besonders auffallig und zahlreich. 
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Folgerungen aus diesen Beobachtungen werden erst nach der Analyse 
der Vorgainge gezogen werden. 

Die genannten Stérungen des Teilungsvorganges treten anscheinend nur 
in den Praparaten, nicht aber in den Hoden auf. Sie sind jedoch nicht eine 
zwangsliufige Folge der Praparation, da andere, gleichartige Zellen im 
gleichen Praparat sich durchaus normal entwickeln. Das ware 
bei einer Anderung des pH-Wertes, O,-Mangel, Vergiftungserscheinungen 
oder anderen typischen Schiadigungen, die bei der Préparation auftreten, 
nicht oder nur ausnahms- 
weise der Fall. Hier sind 
jedoch die Stérungen sel- 
tene Ausnahmen in sonst 
normalen Priparaten. 

Deshalb wird als 
Grund fiir die Sté6rungen 
bei der Zellteilung die 
troiz aller Vorsicht immer 
noch recht .rauhe* Be- 
handlung der Zellen wiih- 
rend der Praparation ver- 
mutet. AuBerdem begiin- 
stigt wahrscheinlich auch 
die Isolierung der Einzel- 
zellen im Praparat und 
der damit wegfallende 
Druck der Nachbarzellen 
die Desorientierung der 


P : = Abb. 6b. Gleiche Zelle wie in Abb. 6 a, 10 Minuten 
Mitochondrienbiindel. 


spater. Beginn der Anaphase. Die Lage der Chro- 

Eine Beeintrachtigung mosomen (Ch) erscheint noch normal. Die Ausbil- 
der Vitalitit oder der dung der Mitochondrienmanschette (vgl. Abb. 4) 
Lebensdauer der gestir- unterbleibt. Statt dessen haben sich die Mitochon- 
ten Zellen lie® sich in tien zu zwei Biindeln (Mbii1 und Mbii 2) ange- 


keinem Falle feststellen. ordnet. 


Ist die Einsenkung der Teilungsfurche beendet, so trennen sich die Zel- 
len nicht voneinander, solange noch das Mitochondrienbindel 
bestehen bleibt. Erst im Verlauf von Stunden gewinnen die Mitochondrien 
ihre kugelige Gestalt zuriick, indem sie sich einzeln zusammenziehen. Da- 
bei zeigen sie an einem Ende eine leichte Verdickung, wahrend das andere 
Ende sich verhaltnismaBig schnell verkiirzt. Es entsteht so der Eindruck, 
als ob sie sich einzeln aus dem Biindel nach dem ihnen am nachsien liegen- 
den Zellkern hin herauszégen (Abb. 5). 

Eine Durchtrennung der Mitochondrien wurde in kei- 
nem Fall beobachtet. 

Nach der zweiten Reifeteilung treten die Praspermatiden wieder in 
einen der Prophase ahnlichen Ruhezustand ein. Die Plasmabewegung wird 
im Zeitrafferlaufbild unmerklich. Die Chromosomen .,verquellen*. Die Mito- 
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chondrien lagern sich zu einem kugeligen Gebilde zusammen, das im 
Phasenkontrast dunkel erscheint und keine Strukturen mehr erkennen lift. 
(Dieses ,.Nebenkern“ genannte Mitochondrienderivat tritt bei zahlreichen 
Tierarten zu Beginn der Spermiohistogenese auf [Biitschli 1871].) 
Um die allmahlich unsichtbar werdenden Chromosomen bildet sich der 
ebenfalls kugelige, aber helle und kaum vom Plasma zu unterscheidende 
Kern aus, in dem nur das X-Chromosom noch lingere Zeit deutlich sichi- 
bar ist. 


ey aii 


Abb. 6c. (Z 1) gleiche Zelle wie in Abb. 6a, 70 Minuten spiter. Endstadium der 

atypischen Teilung: Ein diploider Restitutionskern (Rk) bildet sich. Zwei Plasma- 

knospen (Pk 1) und Pk 2) sind abgeschniirt. In der benachbarten Zelle (Z 2) Beginn 

der Anaphase mit .vorauseilendem* X-Chromosom (X), die innerhalb der fol- 
genden 90 Minuten zu einer normalen Teilung fiihrt. 


Der Beginn der eigentlihen Spermiohistogenese ist wieder 
zuerst an den Veranderungen des Mitochondrienderivates, 
des Nebenkerns, zu erkennen. Er verliert sein einheitlich dunkles, 
strukturloses Aussehen und bildet sich zu zwei blattartigen, dicht an- 
einanderliegenden Kérpern um, die an dem Ende miteinander verbunden 
zu sein scheinen, das dem Kern zugewandt ist. 


Die Form dieser blattartigen Koérper ist zuerst rundlich, wird dann oval 
und geht schlieBlich in eine langgestreckte Lanzettform iiber. Gleichzeitig 
wird die Struktur dieser Gebilde deutlicher: Ein auferst zartes, filigran- 
artiges Gitterwerk, das wegen seiner Feinheit nur unter giinstigen Bedin- 
gungen zu erkennen ist (Abb. 7 und 8). An der Stelle, an der die eben be- 
schriebenen Nebenkernderivate den Kern der Spermatiden beriihren, wird 
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zum erstenmal wahrend der gesamten Spermatogenese das Zentriol 
sichtbar. Es liegt als dichtes, eiformiges Kérperchen dem Kern an. 


Die zwei lanzetiférmigen Gebilde, die aus dem Nebenkern entstanden 
sind, verlangern sich weiterhin an ihrem distalen Ende. Zu gleicher Zeit 
wird der Achsenfaden sichtbar, der vom Zentriol ausgeht 
und entweder zwischen den beiden Abkémmlingen des Nebenkerns liegt, 
wenn diese eng aneinander liegen, oder einem von ihnen eng anliegt. In je- 
dem Falle bildet er die Achse des sich nun entwickelnden Schwanzfadens. 
Die anfanglich netzartige Struktur nimmt immer mehr das Aussehen von 


Abb. 7. Spermatide. Kern (K), Zentriolderivat (Der) sowie die Struktur des 
Schwanzfadens (Sci) sind erkennbar. 


mehr oder weniger genau axial gerichteten Fasern an. Der jetzt mit einer 
Geschwindigkeit von 50—100 u/Std. sich verlangernde Schwanzfaden rollt 
sich entweder spiralig in der Zelle auf, oder er beult diese an einer Stelle 
aus, indem er eine Schleife bildet (Abb. 7 und 13). Auch die Bildung von 
zwei Schwanzfaden ist gelegentlich zu sehen. Ob das Wachstum des 
Schwanzfadens gleichférmig vor sich geht oder nicht, ist nach dem Zeit- 
rafferlaufbild schwer zu entscheiden. Es ist aber auffallend, daf der 
Schwanzfaden in bestimmten Zeitabstanden eine eigenartig schlangelnde 
und zuckende Bewegung ausfiihrt. (Dieser Eindruck bezieht sich auf den 
Zeitrafferfilm, bei der Beobachtung der lebenden Zelle ist von einer Be- 
wegung nichts zu merken.) 

Ob diese Vermutung begriindet ist, daf diese sich standig wieder- 
holenden .Unruheperioden* auf ein rhythmisches Wachstum hindeuten, 
wird eine genauere Analyse dieser Bewegung zeigen. 
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Wenn der Schwanzfaden eine bestimmte Linge erreicht hat, die 
zwischen 50 und 300 « schwankt, durchbricht er die Zellmembran (Abb. 8). 
In einem Fall geschah es dabei, daf er auf ein starres Hindernis auftraf, 
knickte, ,.zersplitterte* und dabei seinen Aufbau aus einzelnen Fasern und 
gleichzeitig seine starre Konsistenz zu erkennen gab (vgl. Challice 1953 
und Bradfield 1953, die durch elektronenmikroskopische Aufnahmen 
zeigen konnten, da der Zentralfaden des Spermienschwanzes zahlreicher 
Tiere von 11 bzw. 21 Fibrillen mantelartig umgeben ist). 


Abb. 8. Altere Spermatide mit austretendem Schwanzfaden. Der Zentralfaden 
(Zf) ist deutlich sichtbar. Die VergriéRerung ist die gleiche wie in Abb. 7. Kern und 
Plasma haben ihr Volumen verringert. 


Die Entwicklung des Spermienkopfes ist mit der hier an- 
gewandten Methode nicht zu verfolgen, da die nun beginnenden schnellen 
Bewegungen des Schwanzfadens eine Zeitrafferfilmaufnahme unméglich 
machen. 


B. Auswertung des Zeitrafferlaufbildes (Teilbild- 
analyse) 


1. Chromosomenbewegungen beim Ubergang von der Prophase zur Meta- 
phase 


Schon oben wurde das eigenartige Verhalten der Tetraden beim Uber- 
gang von der Pro- zur Metaphase erwahnt. Es handelt sich hierbei um eine 
Bewegung, die selbst bei subjektiver Beobachtung des lebenden Praparates 
wahrnehmbar ist. Im Zeitrafferlaufbild erkennt man eine Verlagerung der 
Tetraden in Richtung auf die Peripherie des Kernraumes. Sie scheinen 
dort eine Weile zu verharren und dann, im Moment der Auflésung der 
Kernmembran, von allen Seiten her dem Kernmittelpunkt zuzueilen, eine 
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Rewegung, die dann in die normale pendelnde Bewegung der Tetraden in 
der Metaphaseplatte iibergeht (Abb. 9). 

Abb. 9 bestatigt zwar, daf dieser Eindruck insofern richtig ist, als eine 
Tendenz zu einer Verlagerung zur Kernperipherie mit anschlieBender 
zentripetaler Bewegung zum Zentrum besteht: sie zeigt aber auch, daft die 
Wege, die auf dieser ..Wanderung* zuriickgelegt werden, etwa im Vergleich 
zu den Bewegungen der Chromosomen zu den Zentren, so verschlungen 
sind, daB von einem einfachen ..Anziehungs- oder Absto®ungsmechanismus~ 
nicht die Rede sein kann. 

Abb. 10 A und B erlautern diesen 
Vorgang besser. Abb. 10 A zeigt die Ge- 
schwindigkeitskurven einiger Te- 
traden wihrend dieser Phase. Alle zehn 
Kurven haben ein Maximum in der Zeit 
zwischen der 20. und 23. Minute. Bei acht 
der zehn Kurven liegt das absolute Ma- 
ximum in dieser kurzen Zeitspanne. Da 
die Geschwindigkeiten hier sprunghaft 
(innerhalb weniger Sekunden) steigen und 
fallen und die angegebenen Werte in Zeit- 
abstiinden von 2,5 Minuten gemessen wur- 
den, also schon Mittelwerte darstellen, kann 
als sicher angenommen werden, daf die 
absoluten Héchstgeschwindigkeiten der Te- 
traden beim Ubergang von Pro- zur Meta- 


Abb. 9. Wege einiger Tetraden 
bei Beginn der Metaphase (gleiche 
Zelle wie Abb. 10). 

tur von Zelle und Kern zu An- 
fang der Darstellung. .... Kon- 
phase weit héher sind, als die Geschwindig- tur der Zelle zu Ende der Dar- 
keit der Chromosomen bei der Anaphase- _ stellung. (Die Kernmembran ist 
bewegung (vgl. Abb. 12). Ebenso sind die zu diesem Zeitpunkt bereits auf- 
zuriickgelegten Wege z. T. linger als die 8¢lst.) ——— Wege der Tetra- 
der Anaphasechromosomen. In Abb. 10B “en. * Anfang der Wege der 
Tetraden. o Ende der Wege der 


ist das Mittel der zehn Geschwindigkeits- ; 
Tetraden. 


kurven dargestellt. Die Kurve zeigt, da@ 
das Maximum der Geschwindigkeit etwa 5—10 Minuten nach dem Beginn 
der Verlangerung der Mitochondrien und unmittelbar nach der Auflésung 
der Kernmembran liegt. Diese Reihenfolge der Vorgange war bei allen 
untersuchten Zellen gleich. Dagegen schwankte die Dauer der Abstande 
zwischen den einzelnen kritischen Punkten so stark, und die Gesamtdauer 
sowohl der einzelnen Phasen als auch des gesamten Vorganges war von 
Zelle zu Zelle so veranderlich, daB es aussichtslos erschien, aus mehreren 
Individuen Mittelwerte zu berechnen. 


2. Anaphasebewegung 
Die gleiche Schwierigkeit liegt vor bei der Geschwindigkeitskurve der 
Anaphasebewegung der Chromosomen. Auch die Dauer der einzelnen 
Anaphasen ist zu verschieden, als daf sich ein sinnvoller Mittelwert zwi- 
schen mehreren Zellen ergeben wiirde. Es war im Rahmen der Arbeit 
technisch nicht méglich, eine ausreichende Zahl von Anaphasen aufzu- 
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nehmen, um einen statistisch gesicherten Mittelwert zu errechnen. Aus dem 
vorhandenen Material (etwa 40 Einstellungen mit z. T. mehreren Zellen 
und zehn Reihen von Einzelaufnahmen) wurden deshalb typische Fille 
ausgewahlt und ausgewertet. Um zu vermeiden, dafi die Auswahl durch 
den — unbewuBten — Wunsch nach einem bestimmten Resultat beeinfluBi 
santa fiine Aullisg. der wiirde, wurden die auszuwer- 
q it er Kernmembr: tenden Fiille zu einer Zeit be- 
pl, stimmt, als das Ergebnis der 
Untersuchung noch nicht vor- 
auszusehen war, Die vorlie- 
genden Kurven sind also aus 
Einzelmessungen zusammen- 
gestellt oder sind Mittelwerte 
aus wenigen (vier oder zehn) 
Einzelkomponenten. 

In Abb. 11 sind die Weg- 
Zeit-Kurven von je vier Chro- 
mosomen einer Teilung als 
gebrochene Linie dargestellt. 
Auf der Abszisse ist die Zeit 
in Minuten, auf der Ordinate 
der Abstand der Zentromere 
zweier homologer Chromoso- 
men in Mikron aufgetragen. 
Die ausgezogene Linie gibt 
den Durchmesser der Zelle in 
Richtung der Spindelachse an; 
hierzu gehéren die in Klam- 
mer gesetzten Mafzahlen. 
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Allen gebrochenen Kurven, 

also den Weg-Zeit-Kur- 
jp ven der Anaphasechro- 
Minuten 0 5b 0 8 HD 3 mosomen, ist gemeinsam, 
Abb. 10. Beginn der Metaphase. (Die gleichhe dal sie im ersten Teil bis 
Zelle wie in Abb. 9.) A Geschwindigkeits- etwa zur 20. Minute einen 
kurven einiger Tetraden. B Mittelwertskurve S-firmigen Verlauf zei- 
aus den Kurven A, ]—X. Ordinate: Geschwin- gen (eine Beobachtung, die 
digkeit der Tetraden. Abszisse: Zeit in Mi- auch bei allen anderen, hier 


oe. nicht aufgefiihrien Teilbild- 
analysen ausnahmslos gemacht wurde). Unmittelbar in diesen ersten An- 
stieg schlieBt sich in der Regel ein zweiter an, der etwa bis zur 40. Minute 
dauert und nicht ganz so steil ist. Deutlicher werden die Verhialtnisse bei 
der Darstellung als Geschwindigkeitskurve in Abb. 12. Hier sind zwei 
Maxima der Chromosomengeschwindigkeit waihrend der Anaphase gut 
zu erkennen, und bei einem Vergleich mit Abb. 10 B ist der Unterschied zu 
der eingipfeligen Geschwindigkeitskurve beim Ubergang von Pro- zur 
Metaphase auffallend. 
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In diesem Zusammenhang ist die Langsstreckung der gesamten Zelle 
von Interesse, die wihrend der Anaphase auftritt. Ebenso soll das weitere 
Schicksal des Spindelapparates und der Anaphasechromosomen untersucht 
werden, soweit es mit der hier angewandten Methode méglich ist. An der 
ausgezogenen Kurve der Abb. 11 ist zu erkennen, daf die starkste 








35 
Minuten 


Abb. 11. Anaphase. Vergleich der Chromosomenbewegung mit der Ausdehnung 
der Zelle in Achsenrichtung. 


Abstinde der Zentromere je zweier homologer Chromosomen wahrend der 


Anaphase. Lange der gleichen Zelle in Achsenrichtung. (Hierzu die in 
Klammern gesetzten Mafzahlen.) Ordinate: Abstande in Mikron. Abszisse: Zeit 
in Minuten. 


Ausdehnung der Zelle in Richtung der Spindelachse in die 
Zeit des zweiten Maximums der Chromosomenbewegung 
fallt. Aber auch die erste Ausdehnungswelle zwischen der 11. und 22. Mi- 
nute liegt zeitlich um etwa 7 Minuten spater als der erste Anstieg der 
Chromosomengeschwin- 

digkeit. Es sei hier schon 

auf Abb. 13,Sektor VI—IX 

3h 10 min. hingewiesen. 

Auch dort wird eine Vor- 7) % + 55 gm 
wolbung der Zellmem- C ca 

bran an den Polen regi- Abb. 12. Anaphase. (Die gleiche Zelle wie in Abb. 11.) 
Ordinate: Mittelwerte der disjunktiven Geschwin- 
digkeit der in Abb. 11 dargestellten Chromosomen. 

Abszisse: Zeit in Minuten. 





striert. Diese Verlinge- 
rung beginnt ebenfalls 
erst nach Abschluf# der 
eigentlichen Anaphasebewegung der Chromosomen und nachdem deren 
Verquellung schon eingesetzt hat. Uber die Rolle des Spindelapparates 
nach Beendigung der Anaphasebewegung der Chromosomen geben 
Abb. 4 und 5 Auskunft. Wahrend die Teile der Spindel. die zwischen 
der Chromosomenplatte und den Polen lagen, nicht mehr aufzufinden sind, 
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hat sich der zentrale Teil, der .Stemmkérper*, gestreckt und sich 
dabei zwischen die ..verquellenden* Chromosomen gedrangt und diese aus- 
einandergetrieben, oder er hat die unterdessen gebildeten Tochterkerne 
zur Seite geschoben. 


3. Teilungsunruhe und Teilungsfurche 


AufschluBreicher als die soeben behandelte Chromosomenbewegung ist 
die Untersuchung der sogenannten .Teilungsunruhe* und der Ein- 
senkung der Teilungsfurche. Da sich diese unregelmafige Bewegung der 
gesamten Zellperipherie zahlenmafig kaum erfassen laRt, wurde hier die 
eingangs erwaihnte Methode der Zerlegung des optischen Schnittes in Sek- 
toren angewandt. Die von jedem Sektor eingeschlossenen Abschnitte der 
Zellmembran kénnen angenihert als Gerade angesehen werden. Dadurch 
lat sich ihre Bewegung in Form einer Kurve darstellen und mit anderen 
Daten vergleichen. Vorversuche und die haufige Beobachtung des Lauf- 
bildes lieBen einen Vergleich des jeweiligen Zustandes des Abschnities 
der Membran mit den benachbarten Mitochondrien als aussichtsreich er- 
scheinen. 

In Abb. 13 und 14 sind einige Teilvorgange der Zellteilung 
in Form von Diagrammen dargestellt. In der oberen Reihe sind sechs bzw. 
vier Phasen der Teilung nach Teilbildern des Films leicht schematisiert ge- 
zeichnet; und zwar entspricht die erste Abbildung der oberen Reihe in 
ihrem Entwicklungsstadium etwa dem Endzustand in Abb. 9. 

Darauf folgen 16 Gruppen von je vier Kurven. Diese mit rémischen 
Ziffern bezeichneten Gruppen entsprechen den Sektoren | bis XVI, die in 
der ersten Darstellung der oberen Reihe eingezeichnet sind. In der untersten 
Reihe ist die Zeit in Intervallen von 5 Minuten aufgetragen. Die einzelnen 
Kurven sind mit A bis D bezeichnet. 

Unter A ist die Lange der Mitochondrien des betreffenden 
Sektors aufgetragen. Es wurde jeweils das langste in dem betreffenden 
Sektor sichtbare Mitochondrium gemessen, da die Verlangerung nahezu 
gleichmafig erfolgt. aber nicht alle Mitochondrien parallel zur Bildebene 
liegen. Lediglich gegen Ende der Anaphase wurden zwei Werte angegeben, 
weil sich hier einzelne Mitochondrien friiher verkiirzen als andere. Ihre 
Anzahl ist durch die Art der Bezeichnung angegeben: bezeichnet 
die nach einzelnen Messungen oder subjektiver Beobachtung geschiatzte 
Lange. ------ bedeutet einige (zwei bis vier) Mitochondrien pro 
Sektor. Zahlreiche Mitochondrien werden durch die Kurve 

dargestellt, wahrend das Auftreten von Mitochondrienbiin- 
deln mit der Bezeichnung -------- markiert wird. (Infolge der starken Ver- 
kleinerung — das Original ist 150 X 200cm grof — erscheint diese Mar- 
kierung auf der Tafel an manchen Stellen als durchlaufende Linie.) Das 
Aussetzen der Kurve zeigt das Fehlen von Mitochondrien in dem 
betreffenden Sektor an. Die gleiche Art der Bezeichnung wurde sinngemaf 
in den Kurven B und C angewandt. 

In B wird die Richtung der Mitochondrien zur Zellmem- 
bran angegeben, wobei mit dem Wert 90° ihre Richtung senkrecht 
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zu dem von dem Sektor eingeschlossenen Teil der Membran und mit O 
ihre parallele Lage zu dieser bezeichnet ist. Wo zwei bevorzugte Rich- 
tungen erkennbar waren, wurden diese angegeben. Es aft sich jedoch 
schon aus den Zeichnungen in den oberen Reihen der Abb. 13 und 14 er- 
kennen, daB diese Richtung meist eindeutig ist. 

Unter C ist jeweils die mittlere Entfernung der Mitochon- 
drien von der Zellmembran aufgetragen. 


D gibt die Geschwindigkeit der Membranbewegung an. 
Es ist im Abstand von je 75 sec. die Verschiebung des von dem Sektor ein- 
geschlossenen Teiles der Zellmembran gegen den vorhergehenden Zustand 
aufgetragen. Dabei wurde die zentrifugale Richtung mit + und 
die zentripetale mit — bezeichnet. Vorversuche zeigten, daB die 
Dauer einer Schwingung der Membran unter normalen Umstainden kaum 
jemals 75 sec. unterschreitet. Deshalb wurde dieses Intervall gewahlt. 

In Abb. 14 ist in gleicher Weise eine at y pische Metaphase analy- 
siert, die nicht zur Meiose, sondern zur Bildung eines Restitutionskernes 
und zur Abschniirung von Plasmaknospen fiihrte. 

Hier war es in einigen Fallen nétig, auch fiir die Bewegung der Zell- 
membran zwei Werte anzugeben, da die Geschwindigkeit innerhalb eines 
Sektors merkliche Unterschiede aufwies. 

Die Zeichnungen und Kurven wurden von Teilbildern mit etwa 2500facher Ver- 
gréRerung angefertigt. Obwohl die VergréRerungen optisch leer sind, sind die 
Konturen noch scharf genug, um eine Pause anzufertigen, die in keinem Fall mehr 
als {mm von dem projizierten Bild abweicht. Das wiirde einem Fehler von wenig 
mehr als + 0,8 entsprechen. 


Obwohl die Vielzahl der Kurven auf den ersten Blick verwirrend er- 
scheint, lassen sich doch unschwer einige grundsatzliche Feststellungen bei 
einem Vergleich der einzelnen Kurven treffen: 

1. Die mit A bezeichneten Kurven streben langsam einem Maximum zu. 
um dann innerhalb weniger Minuten wieder bis zum Ausgangswert zu fal- 
len. (Gut zu erkennen in Abb. 13, Sektor IV und V, und in Abb. 14, Sek- 
tor VII und XVI.) An diesen Kurven ist weiterhin zu sehen, daB die Ve r- 
langerung der Mitochondrien nicht gleichférmig, sondern in 
Schiiben vor sich geht, die mit Perioden langsameren Wachstums ab- 
wechseln. Jene Zeitpunkte schnellen Wachsiums liegen in Abb. 13 bei 
15 Min., 1 Std., 2 Std. 20 Min. und 3 Std. 30 Min. und in Abb. 14 bei 4 Min., 
25 Min. und 45 Min. Wenn diese wenigen und dazu nicht immer eindeutigen 
Messungen auch keinen Schluf auf die Regelmafigkeit des Auftretens 
dieser Schiibe zulassen, so ist doch ihr gleichbleibender Absiand wahrend 
einer Teilung auffallend und der Beachtung wert, besonders im Hinblick 
auf eine ahnliche Beobachtung wihrend der Spermiohistogenese, iiber die 
noch berichtet wird. 

Die maximale Lange. welche die Mitochondrien wahrend der 
Anaphase erreichen kénnen, liegt bei 25 u und ist bei den einzelnen Zellen 
nur wenig verschieden. 

2. Die mit D bezeichneten Kurven zeigen unregelmaBige Schwin- 
gungen mit einem Ausschlag von maximal + 3 uw bei einer ['requenz von 
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etwa 20 Schwingungen je Stunde. Die zweite und dritte Kurve einer jeden 
Vierergruppe zeigen keine typische Form und lassen nicht ohne weiteres 
eine Gesetzmafigkeit erkennen. Vergleicht man aber nun die einzelnen 
Sektoren untereinander, um eine etwa vorhandene Abhingigkeit der Kur- 
ven voneinander festzustellen, so ergibt sich folgendes: 

3. Die Ausschlage der Kurven D iiberschreiten einen Grundwert von etwa 
1.5.4, sobald die durchschnittlichhe Linge der Mitochondrien einen 
bestimmten Wert iibersteigt. (In Abb. 13 bei 1 Std. und in 
Abb. 14 bei 4 Min.) Sie erléschen, wenn diese wieder kugelige Form an- 
genommen haben (jeweils am Ende der Kurve). Die Ausschlige sind 
um so starker, je schneller die Mitochondrien ihre maxi- 
male Lange erreichen. Man vergleiche die Lange der Kurven einerseits 
und die Amplitude der mit D bezeichneten Kurven andererseits auf Abb. 13 
und Abb. 14. In Abb. 14 lauft die Verlangerung und Verkiirzung der Mito- 
chondrien in etwa einem Drittel der Zeit ab, die zu dem gleichen Vorgang 
in Abb. 13 benétigt wird. Dementsprechend ist sowohl die maximale als 
auch die durchschnittliche Amplitude der Membranschwingung in Abb. 14 
merklich gréfer. 

4. Hat die Bildung von Mitochondrienbiindeln begonnen, so 
bleibt in vielen Fallen die Geschwindigkeitskurve iiber langere Zeit hinweg 
vorwiegend im negativen oder positiven Bereich, wahrend gleichzeitig die 
Amplitude der Schwingungen geringer wird, d. h. das richtungslose 
Schwingen der Zellmembran geht kontinuierlich in eine 
mehr oder weniger gerichtete Bewegung iiber, wenn die Mitochon- 
drien sich verlangert und zu Biindeln zusammengelagert haben: 


Abb. 13, Sektor II 3 Std. 55 Min. bis Ende. 
2 III 3 Std. 10 Min. bis Ende. 
bs V 3 Std. 41 Min. bis Ende. 

VII 4 Std. 10 Min. bis Ende. 
= X 3 Std. 40 Min. bis Ende. 

Abb. 14, ,, VII 50—75 Min. 

a VIII 75—95 Min. 


Hat die Bildung der Mitochondrienbiindel noch nicht eingesetzt, so ist 
diese gerichtete Bewegung der Zellmembran nur selien und in schwacher 
Ausbildung vorhanden. 


Abb. 13, Sektor IV Anfang bis 1 Std. 


In diesen Sektoren lassen sich auch meist zahlreiche parallelliegende 
Mitochondrien feststellen. 

5. In jedem der unter 4. erwahnien Fille ist die Richtung der 
Mitochondrien nahezu 0, wenn die Zellwand sich in zentripetaler 
Richtung bewegt und mindestens gréBer als 45°, meist jedoch nahe 90°, 
wenn die Geschwindigkeitskurve im Positiven verlauft. Ein dieser Be- 
obachtung widersprechender Fall lie® sich an keiner der im Rahmen dieser 
Untersuchung analysierten Zellen finden. 

6. Bei der Beobachtung des Zeitrafferlaufbildes fallt auf, da die unter 
5. beschriebene Abhangigkeit um so starker ist, je naher die 
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Abb. 13. 


Teilbildanalyse einer typischen 
genauen Zeitpunkte der Stadien an. J—XVJI: Sektoren. A: Lange der Mitochondrien, 
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Teilung vom Beginn der Anaphase bis zum 


membran, D: Bewegung der Zellmembran 
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zum Beginn der Telophase. Oben: Einzelne Teilungsstadien. Die Pfeile geben die 
drien, B: Richtung der Mitochondrien, C: Abstand der Mitochondrien von der Zell- 
nbran. Weitere Erklarungen im Text. 
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Abb. 14. Teilbildanalyse einer aty 
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Mitochondrienbiindel an der Zellmembran liegen. Diese 
Erschéinung ist beim Vergleich der Diagramme weniger auffallig, weil bei 
diesen die durchschnittliche Entfernung der Mitochondrien von der Zell- 
membran angegeben ist und dadurch ihre Anniaherung an die Membran 
oder die Vergréferung des Abstandes von ihr nur wenig und in seltenen 


Fallen deutlich wird. 


Man vergleiche: 
Einerseits Abb. 14, Sektor XVI 
und Abb. 14, Sektor VII Anfang bis 65 Min. 
und andererseits Abb. 14, Sektor VII 65—90 Min. 
und Abb. 13, Sektor X 3 Std. 30 Min. bis Ende. 


Mit dem — wenn auch langsamen — Absteigen der Kurve C wird die 
negative Tendenz der Kurve D ausgepragter, obwohl A und B nahezu kon- 
stant bleiben. 

7. Wichtig ist weiterhin die Tatsache, daB die Bewegung der Zell- 
membran um %—5 Minuten hinter der entsprechenden Mit ochon- 
drienkonstellation nachhinkt. 


Abb. 14, Sektor I 70 Min. Abb. 14, Sektor XV 65 Min. 
VI 70 Min. 2 XVI 50 Min. 

IX 75 Min. Abb. 43; V 4 Std. 20 Min. 

XIV 60 Min. 3 VIII 4 Std. 25 Min. 


An allen angegebenen Punkten zeigen die Kurven B (Richtung der 
Mitochondrien) und D (Bewegung der Zellmembran) annahernd parallelen 


Verlauf, oder zumindest doch gleiche (positive oder negative) Bewegungs- 
tendenz. Stets sind jedoch die Ausschlage der Kurven D um einige Milli- 
meter nach rechts verschoben. Das heift, da die Bewegungstendenz der 
Zellmembran sich erst dann zu aindern beginnt, wenn die Mitochondrien 
bereits eine neue Lage eingenommen haben. 

8. Das Einsinken der Teilungsfurche (Abb. 13, Sekior III 
und Sektor X 4 Std. 20 Min.) unterscheidet sich von den Bewegun- 
gen der Zellmembran an anderen Stellen der Peripherie und an der Stelle 
der Einsenkungsfurche zu anderen Zeitpunkten nur graduell. Weder 
ist die Geschwindigkeit gréRer noch ist die Richtung besonders scharf aus- 
gepriagt. Der Unterschied besteht lediglich darin, da die Be wegungs- 
richtung bei der Einsenkung der Teilungsfurche iiber langere Zeit 
hinweg mit einer gewissen Stetigkeit beibehalten wird. Wird an an- 
deren Stellen als am Zellaiquator die Bewegung der Zellperipherie mit der 
entsprechenden Stetigkeit durchgefiihrt, so kann es zur Abschniirung von 
Plasmaknospen kommen. 

4, Spermiohistogenese 

Die bisher festgestellten Ergebnisse lieBen vermuten, daf die Mitochon- 
drien auch bei der Spermiohistogenese eine gewisse Rolle spielen. 
Eine genaue Analyse des Bildungsprozesses des Spermiums kann hier aus 
verschiedenen Griinden nicht gegeben werden: 

1. Die Phase der Spermiohistogenese dauert mindestens 12 Stunden, 

Protoplasma, Bd. L/1 9 
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wahrscheinlich jedoch bedeutend langer. Ohne grobe Schaidigung kénnen 
lebende Spermatiden héchstens 12 bis 15 Stunden in vitro aushalten. 

2. Eine Zelle, die einige Zeit hindurch unter Zeitraffung aufgenommen 
wurde, durch eine andere, frische. im gleichen Entwicklungsstadium be- 
findliche zu ersetzen, ist nicht méglich, da das Aussehen der Spermatiden 
lange Zeit gleich bieibt und das Entwicklungsstadium nicht wie bei der 
Mitose am Habitus feststellbar ist. Es bestiinde also, ahnlich wie bei der 

Prophase, die Wahrscheinlichkeit, da? eine 
.alte* Zelle durch eine .junge* erseizt 
wiirde oder umgekehrt. 
3. Sobald der Schwanzfaden aus dem 
Cytoplasma hervorragt, beginnt er sich 
bald so stark zu bewegen, daf eine Zeit- 
rafferaufnahme nicht mehr méglich ist. 
Es war demnach nur ein kurzer, aller- 
dings wohl auch der interessanteste Ab- 
schnitt dieser Entwicklung der Auswertung 
zuginglich, nimlich der vom Beginn der 
Ausbildung des Schwanzfadens bis kurz 
nach seinem Austritt aus der Zelle. 
In Abb. 15 ist ein typischer Fall dieser 
Abb. 15. Wachstum des Schwanz-  Entwicklungsstufe dargestellt, indem An- 
fadens einer Spermatide. ............ 
Anfangslage, ———-—  Endlage, 
>>> Wege einzelner Punkte. 


fangs und Endzustand iiberein- 
anderprojiziert und die Wege ei- 
niger markanter Punkte innerhalb 
der Zelle festgehalten wurden. 

Aus diesem Diagramm lat sich folgendes ablesen: 

1. Der Schwanzfaden liegt zuerst frei im Plasma. Er ist hier stark ver- 
einfacht als Linie dargestellt. In Wirklichkeit hat er in der Nahe des Kerns 
einen beachtlichen Durchmesser und gleicht in seiner Form einem extrem 
langgestreckten Stromlinienkérper, der mit seinem Vorderende den Kern 
bzw. das Zentriolderivat beriihrt (Abb. 7 und 8). Am Ende der Aufnahme 
hat er sich um etwa 100% verlangert und gleichzeitig, was aus dem Dia- 
gramm nicht hervorgeht, seinen Querschnitt verringert. Er liegt jetzt in 
seiner ganzen Lange der Innenseite der Zellmembran an. 

2. Die Austrittsstelle des Schwanzfadens hat sich nicht verlagert. Lage 
und Gestalt der Zelle haben sich verandert. 

3. Der Zellkern zeigt eine Verlagerung, wie sie zu erwarten ware, wenn 
der Schwanzfaden als verhalinismafig steifer, elastischer Faden bei seinem 
Langenwachstum am Kern und an der Austrittsstelle seine Widerlager 
finde, die Zellmembran spannte und schlieBlich am einen Ende die Mem- 
bran durchstiefe und am anderen Ende den Kern mit solcher Gewalt zur 
Seite schébe, daff dieser geradezu in eine Ausbuchtung der Zellmembran 
hineingedriickt wiirde. 

Die Wege zwischen Anfangs- und Endlage einzelner Punkte des 
Schwanzfadens wurden nicht ohne Bedenken eingezeichnet, da es nicht 
immer mit Sicherheit méglich ist, einen solchen Punkt iiber langere Zeit 
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hinweg zu verfolgen. Deshalb soll die an sich zu erwartende Beobachtung, 
daf das Lingenwachstum zum gréften Teil in der Nahe des proximalen 
Endes des Schwanzfadens stattfindet, hier nur als Vermutung geiaufert 
werden. Die Wege der Ansatzstelle des Schwanzfadens und des Kernmittel- 
punktes sind genau bestimmbar. 

Als gesichert anzunehmen ist ebenfalls die Tatsache eines disk on- 
tinuierlichen Langenwachstums des Schwanzfadens, das sich 
nach den eigenartig geschlingelten Wegen einzelner Punkte im vorliegenden 
Diagramm vermuten laft und das durch die schon friiher erwahnten, regel- 
mafig wiederholten, zuckenden, nach allen Seiten federnden Bewegungen 
des Schwanzfadens wahrscheinlich gemacht wird. Allerdings wird hier der 
. Wachstumsrhythmus* durch den .,Ausstofungsrhythmus* iiberdeckt. 


200n- 
180° J 


100° J 











7 20 0 4 30 0 30 ~ ‘150 
Abb. 16. Wachstumskurve des Schwanzfadens einer Spermatide. Ordinate: Lange 
des Schwanzfadens vom Zentriol bis zur Austrittsstelle. (Vgl. Abb. 15.) Abszisse: 
Zeit in Minuten. AusstoRungsperioden sind durch senkrechte Pfeile ({)) markiert. 


Diese Verhaltnisse lassen sich durch eine Wachstumskurve darstellen 
(Abb. 16). Hier wurde die Lange des Schwanzfadens in regelmafigen Ab- 
standen gemessen und in ein Koordinatensystem eingetragen; ebenso wur- 
den die AusstoRungsperioden markiert. Auf eine Ruhephase von 
etwa 10 Minuten folgt jeweils eine Wachstumsperiode von durchschnittlich 
3 Minuten. Die Ausstofungsperioden treten in unregelmafigen Abstanden 
auf, die nach und nach kiirzer werden. Sie sind aber offensichtlich von den 
Wachstumsperioden unabhangig. So fallt z. B. bei 90 Minuten 
eine AusstoRungsperiode auf eine Wachstumsperiode. Das Auftreten der 
AusstoRungsperioden ist auch nicht an einem bestimmten Ruhe- oder Un- 
ruhezustand gebunden, wenn auch der Eindruck entsteht, daf sie durch 
Bewegungen innerhalb der Zelle, oder aber, wie es haufig der Fall ist, 
durch Stérungen von aufen ausgelést werden, z. B. durch leichten Druck 
auf das Deckglas oder durch Beriihrungen mit anderen Zellen. 


Eine Verinderung des Kernes in der beschriebenen Entwicklungs- 
phase konnte ebensowenig festgestellt werden wie die Ablésung des Cyto- 
plasmas von der Spermatide. 


C. Zusammenfassung 


Die Prophase ist ein lange andauernder Zustand mit relativ wenigen 
Bewegungsvorgiangen. Die Mitochondrien lagern sich zu einem 
bandférmigen K6rper zusammen, der ohne bemerkenswerte Be- 


9* 
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wegung im Cytoplasma liegt. Gegen Ende der Prophase lést er sich all- 
mihlich wieder in einzelne Mitochondrien auf. Zur gleichen Zeit, oder 
wenig friiher, werden die Chromosomentetraden sichtbar. Fiir 
wenige Minuten laft sich eine Struktur der Chromosomen erken- 
nen, die bei mittlerer VergréRerung spiralig, bei Anwendung 
der Olimmersion net zartig erscheint. Vom Beginn der Metaphase an bis 
zum Ende der Anaphase lassen sich mehrere Bewegungsvorgainge unter- 
scheiden: 

Die Mitochondrien verlangern und verkiirzen sich. Die Ver- 
langerung dauert vom Ende der Prophase bis zum Ende der Anaphase. 
Sie scheint in einzelnen ,,Schiiben* vor sich zu gehen. Diese sind jedoch nicht 
immer gleich deutlich erkennbar. Die Verkiirzung erfolgt innerhalb von 
15 bis 30 Minuten, aber nicht fiir alle Mitochondrien gleichzeitig. 

Nach Auflésung des Mitochondrienbandes und der daran ansdhlie- 
Renden Verlaingerung der Mitochondrien erfolgt eine Verlagerung der 
Tetraden zur Kernperipherie (Diakinese), die Auflésung der 
Kernmembran und eine auffallend rasche, aber nicht immer geradlinige 
Wanderung der Chromosomen zur Mitte des Kerns, dem 
Ort der spateren Aquatorialplatte. Bei dieser Wanderung kénnen die 
Tetraden unter Umstanden héhere Geschwindigkeiten erreichen als die 
Chromosomen bei der Anaphasebewegung. 

Die sogenannte .Teilungsunruhe* beginnt mit der Verlangerung 
der Mitochondrien und endet, sobald diese sich wieder zu kugeligen Ké6r- 
pern verkiirzt haben. Sie ist um so starker, je schneller sich die Mitochon- 
drien verlangern. 

Die Bewegung der Zellmembran am Grunde der Teilungsfurche unter- 
scheidet sich nur in der Stetigkeit, nicht aber in Intensitat und 
Rhythmik von der Bewegung anderer Teile der Zellmembran wihrend 
der Teilungsunruhe. Der U ber gang von der Teilungsunruhe zum Beginn 
der Teilungsfurche ist flie Bend. Er ist nur an der Form der Zelle. 
nicht aber an der Art der Bewegung zu erkennen. 

Die Membranbewegung wihrend der Teilungsunruhe und der 
Durchschniirung ist meist zentripetal gerichtet, wenn die Mitochon- 
drien parallel zur Membran liegen. Sie zeigt zenitrifugale Ten- 
denz, wenn die Mitochondrien senkrecht zur Zellperipherie stehen. 
Diese Abhangigkeit tritt nur dann auf, wenn die Mitochondrien eine ge- 
wisse Linge erreicht haben und langere Zeit parallel zueinander liegen. 

Die Bewegung der Chromosomen ]aft sich in zwei Phasen 
irennen. Die erste ergibt eine sigmoide Weg-Zeit-Kurve, die nach 
Jacquez und Biesele (1954) auf einen Kontraktionsvorgang 
bestimmter .Zugfasern“ als Trennungsmechanismus schlieBen laBt. Die 
zweite Phase beruht wahrscheinlich auf einer Langsstreckung des 
Spindelkérpers:;: sie wird von einer Ausbeulung der Zellmembran an 
einem oder beiden Polen begleitet. 

Wihrend der Spermiohistogenese zeigt der Spermien- 
schwanz aktives rhythmisches Laingenwachstum. Das 
Austreten des Schwanzfadens ist vermutlich ein passiver Vorgang. 
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III. Besprechung und Vergleich der Beobachtungsergebnisse 


A. Die Abhangigkeit von Plasmabewegung und Chon- 
driokinese 


Wie sind die bisher mitgeteilten Beobachtungsergebnisse zu deuten und 
wieweit stimmen sie mit den Untersuchungen anderer Autoren iiberein? 

Vor allem ist festzustellen, daB einige der bei der ZelJteilung auftreten- 
den Bewegungsvorgiinge in sehr typischer Weise mit der Ausbildung, der 
Lage und der Bewegung der Mitochondrien zusammenfallen, so 
da der SchluB auf eine Abhangigkeit zwischen Chondriokinese 
und Plasmabewegung gerechtfertigt erscheint. Besonders deutlich 
wird dies bei der Bewegung der Zellmembran, der Teilungsunruhe 
(Kuhl 1949). Dabei ist die Teilungsfurche, zumindest bei Beginn 
der Einschniirung, als ein Sonderfall, eine einseitig gerichtete, raumlich 
begrenzte Teilungsunruhe anzusehen. 


Wieweit diese Feststellung fiir andere Objekte als Oedipoda c. zuirifft. 
wurde nicht untersucht. Weiterhin wurde nichts dariiber beobachtet, welche 
Plasmastrukturen (Cortex, the ground of the furrow“, kontraktile Sy- 
steme) an der Bildung der Teilungsfurche beteiligt sind. Es wurden ledig- 
lich analysiert: die Chondriokinese, einzelne Bewegungsvorgange wahrend 
der Meiose und deren Abhangigkeit voneinander. 

Fiir eine solche Abhangigkeit sind drei Erklarungsversuche méglich: 

1. Die Plasmabewegung bewirkt die Veranderungen in der Lage und 
Form der Mitochondrien. 

2. Die Mitochondrien verursachen die Plasmabewegung. 

3. Beide Vorgiinge sind von einem dritten, unbekannten Faktor ab- 
hangig. 

Der erste Fall erscheint denkbar und ist wiederholt erértert worden, 
wenn auch nur in beschranktem Mafe in bezug auf die Anordnung und 
Bewegung der Mitochendrien durch Plasmastrémungen (z. B. Béla 1929 
u. a.). Gegen diese Annahme spricht jedoch, da die Bewegungen des 
Plasmas merklich s p ater einsetzen als die entsprechenden Veranderungen 
der Mitochondrien. Es ist deshalb bei dem vorliegenden Objekt héchst un- 
wahrscheinlich, da durch die Plasmabewegung die Anordnung der Mito- 
chondrien hervorgerufen wird, und zwar um so mehr, als eine ,,Fontane- 
strémung“ nicht fesizustellen war, wie sie von Spek (1918) fiir Rhabditis, 
von Béla (1928) fiir Stenobothrus und von zahlreichen anderen Autoren 
beschrieben wird. 


Eine Formverainderung der Mitochondrien durch Plasmabewegungen 
ist in dem Mafe. wie sie hier auftritt, kaum méglich, da Struktur und 
Konsistenz der Mitochondrien eine derartige passive Gestaltsinderung 
ausschlieRt (Palade 1953 und Sjéstrand 1953). 


Der zweite Fall, der auch von Makino und Nakahara (1955) und 
von Makino und Nakanishi (1956) fiir die Ausbildung der Teilungs- 
furche bei Spermatocyten I. Ordnung von Podisma sapporense und von 
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Oxya yezoensis angenommen wird, steht mit allen beobachteten Erschei- 
nungen in Einklang. 

Die Wahrscheinlichkeit der Existenz eines dritten Faktors, der 
seinerseits Chondriokinese und Plasmabewegung gleichzeitig beeinfluRt, 
wird verringert: 1. durch die Abhangigkeit dieser Phinomene von- 
einander auch bei gestérten Teilungen, 2. dadurch, daf die Bewegung der 
Zellmembran den Veranderungen der Mitochondrien um 15 Sekunden bis 
3 Minuten nachhinkt, und 3. durch die Tatsache, da die Bewegung 
der Zellmembran um so starker und typischer ist, je zahl- 
reicher die Mitochondrien vorhanden sind und je naher sie der 
Zellmembran liegen. 

Es besteht also Grund zur Annahme, in den Mitochondrien eine 
Art .Motor* der Zellteilungsbewegungen zu sehen, zumal 
nach zahlreichen griindlichen Arbeiten verschiedener Autoren als sicher 
angenommen werden kann, daf ,die Mitochondrien ale zentrale Energie- 
quelle die Aktivitat der ganzen Zelle kontrollieren® (Millerd und 
Bonner 1953), da® sie alle Enzymsysteme fiir die Verwandlung der 
Subsiratenergie in die fiir anabilische Prozesse geeignete Form enthalten“ 
(Lindberg und Ernster 1954) und da® .die Anzahl der Mitochon- 
drien der Intensitét des Zellstoffwechsels proportional zu sein scheint 
(Wohlfarth-Bottermann 1956). Der Einwand, daf nicht in allen 
teilungsfahigen Zellen Mitochondrien nachgewiesen wurden, ist berechtigt. 
Es sei jedoch darauf hingewiesen, .....da embryonale, noch undifferen- 
zierte Gewebe besonders zahlreiche und vielfach auch leicht nachweisbare 
Mitochondrien enthalten und daf deren Zahl dann in manchen Geweben 
mit der Differenzierung abnimmt... Das Vorkommen der Mitochondrien’ 
bei den iibrigen Organismen (auBer Saugetieren) ist zwar noch etwas um- 
stritten, kann aber doch zumindest als sehr wahrscheinlich gelten* (Ries 
und Gersch 1953). 


Wie dieser ..Motor*, das kinetische Zentrum, wirkt, laBt sich auf Grund 
der vorliegenden Beobachtungsergebnisse noch nicht .eindeutig entscheiden. 
Die Verzégerung der Membranbewegung gegeniiber den Ver- 
ainderungen der Mitochondrien, die Méglichkeit, da Prophasezellen durch 
benachbarte Anaphasezellen zur Teilungsunruhe angeregt werden und 
der nur quantitative Unterschied in der Form der Bewegung 
von Teilungsunruhe und Teilungsfurche sprechen fiir eine .cleavage sub- 
stance” (Moore 1938, Kopac 1951 und Beams 1951), einen furrow 
organizer’ (Cornmann und Cornmann 1951), ein ,,structural agent“ 
(Swann 1952) oder einen sonstigen, die Teilung bewirkenden Sioff 
(Harvey 1932, 1936, und Costello 1940). 


Uber die Art dieses Stoffes lassen sich hier nur Vermutungen dufern, da 
chemisch-physiologische Untersuchungen iiber den Rahmen dieser Arbeit hinaus- 
gehen. Der subjektive Eindruck spricht fiir ein die Oberflachenspannung ver- 
anderndes Agens. Da nach dem Gibbs-Thomsonschen Theorem gelésie, die 
Oberflachenspannung erniedrigende Stoffe sich an der Oberflaiche konzentrieren, bis 
ein Minimum der Oberflachenspannung erreicht ist, lieBe sich hiermit die Teilungs- 
unruhe und die Bildung der Teilungsfurche erkliren (Spek 1918). Aber auch die 
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Wirkung von Adenosintriphosphorsiure (ATP) erscheint durchaus als méglicher 
Mechanismus (Kopac 1951, Lettré 1951 und H. H. Weber 1955). 


Im Gegensatz zu diesen mehr oder weniger gut begriindeten Annahmen 
laRt sich mit Sicherheit feststellen, daf dieser hypothetische Stoff weder 
von dem neugebildeten Tochterkern oder den Anaphasechromosomen 
(Swann 1952, Costello 1940) noch von dem Nucleus am Ende der 
Prophase abgesondert wird (Cornmann und Cornmann 1951). 


Wenn Swann schreibt: ..There is no case of cleavage before the 
chromosomes separate in anaphase“ ... the details of cleavage in these 
cases have never been described“ und ,,The slowness and irregularity of 
enucleate cleavages suggest too, that part of the normal mechanism is mis- 
sing...", so zeigen die vorliegenden Abbildungen, daff bei der Sper- 
matogenese von Heuschrecken Teilungen ohne voraus- 
gegangene Anaphase médglich sind und dafk die dabei auf- 
tretenden Bewegungen unter Umstanden sogar schneller und regelmafiger 
vor sich gehen kénnen als bei einer normalen Teilung und lediglich von 
den Mitochondrien, nicht aber von Chromosomen ab- 
hangig sind. Ebenso scheint die Annahme, daf das Wachstum der 
Spindel zur Bildung der Teilungsfurche notwendig sei, nicht in 
jedem Fall erforderlich, obwohl sie eine richtende Funktion haben kann 
(Dan, K. Yanagita und Sugiyama 1937, K. Dan 1943, J. C. Dan 
1948 und Lettré 1951). 


Eine lebhafte Bewegung der Zellmembran zahlreicher Objekte vor und 


wahrend der Zellteilung ist wiederholt beschrieben und mit verschiedenen 
Namen belegt worden: .Blebs* (Strangeways 1922, Chambers 
1951), Boiling (Bajer 1956), .Bubbling* (Barber und Callan 1943), 
~Oberflachenunruhe* (v. Méllendorf 1937), .Teilungsunruhe* (Kuh! 
1949), .lebhafte Bewegung (Waddington 1952). Ebenso gibt es eine 
Anzahl von sich z. T. widersprechenden Versuchen, diese Bewegungen zu 
erklaren. 


Die Vorwélbungen werden z. B. als ..bruchsackartige Pseudodogien“ ange- 
sehen, die an schwachen Stellen der festeren Rindenschicht der Zelle auftreten 
‘Lewis 1951). Viskositaétsausgleichh (v. Méllendorff 1937), Fliissigkeitsauf- 
nahme wihrend der Anaphase (Barber und Callan 1943), Schrumpfung 
(Chambers 1951) und anderes wird als Ursache dieser Bewegungen angesehen. 
Bajer, A., 1954: Cine-micrographic studies on mitosis in endosperm I. Acta soc. 
found in plant cells is a passive one“; wahrend nach Lettré (1951) die Bewegung 
der Zellmembran durch ,Spiralig angeordnete kontraktile Systeme in Dauer- 
kontraktion* verursacht wird, ,.wenn der ATP-Spiegel sinkt. Diese Bewegung ist 
in der Ruhekernzelle regellos und fiihrt bei der Teilung durch Verkniipfung mit 
der orientierenden Bewegung in der Zellspindel zur Durchschniirung~. 


AuBer Makino, Nakahara (1955) und Makino und Naka- 
nishi (1956) (Abschniirung kernloser Plasmaknospen unter dem Einflu® 
von Mitochondrienbiindeln) hat bisher noch kein Autor seine Aufmerksam- 
keit auf den Zusammenhang zwischen Chondriokinese, Tei- 
lungsunruhe und Zellieilung gerichtet. 
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B. Die Bedeutung der Chondriokinese fiir das Konirak- 
tionsstadium, die Spindelbildung und die Spermio- 
histogenese 

Weitere Griinde fiir die Annahme, daf® in den Mitochondrien 
der .Motor* fiir die bei der Zellteilung auftretenden Plasmabewegungen 
zu suchen ist, sind folgende, im ersten Teil der Arbeit miigeteilten Fest- 
stellungen: 

1. In der Prophasezelle beginnt der Teilungsvorgang mit der 
Auflésung der Kernmembran, der Wanderung der Tetraden zum Aquator 
und der einsetzenden Teilungsunruhe unmittelbar nach der Verlingerung 
der ersten Mitochondrien. 

Wahrend Bajer (1954/56) simtliche Bewegungen der Chromosomen 
auf die Wechselwirkung von Kinetochor-action und pushing body-action 
zuriickfiihrt, scheint es nach den hier vorliegenden Ergebnissen nétig, einen 
weiteren Mechanismus anzunehmen, der die Bewegungen 
der Chromosomentetraden vom Ende der Prophase bis zum Be- 
ginn der Metaphase bewirkt. Das auffallige, bei allen untersuchten Fallen 
beobachtete, regelmafRige Aufeinanderfolgen der Vorgange: Auflésung des 
Mitochondrienbandes, Verlangerung der Mitochondrien, Auflésung der 
Kernmembran und Einsetzen der Teilungsunruhe, laft auch hier die An- 
nahme berechtigt erscheinen, daf die Ursache der Bewegungen 
in den Mitochondrien zu suchen ist und daff deren Wirkung be- 
ginnt. sobald sie fidige Form annehmen. 

2. Die Ausbildung einer normalen Spindel und die Vereinigung der 
Chromosomen zu Tochterkernen unterbleibt oder ist stark gestért, wenn 
die Mitochondrien sich nicht in der Form der Manschette anordnen. 
Es werden dann meist diploide Restitutionskerne gebildet. 


Es scheint jedoch voreilig, hieraus auf einen direkten Einflu8 der Mito- 
chondrien auf Spindelbildung und Kernkondensation zu schlieRen, da die 
Anaphasebewegung nicht immer vollig unterdriickt wird und die Bildung 
der Tochterkerne bzw. des Restitutionskernes ohne erkennbare Hemmung 
vor sich geht. Die Stérung scheint vielmehr darin zu bestehen, daf Kern- 
teilung und Plasmateilung nicht im gleichen Rhythmus ablaufen. Das wiirde 
bedeuten, da auch bei diesen atypischen Teilungen die Lage und Aus- 
bildung der Mitochondrien die Plasmabewegung beeinflussen. Diese stort 
oder verhindert eine normale Zellteilung. 


3. Die Veranderungen der Mitochondrien bei der Mei- 
ose sind ahnlich denen bei der Spermiohistogenese: Kondensation zum 
Nebenkern bzw. Mitochondrienband, Auflockerung des kompakten Ver- 
bandes und Verlangerung der einzelnen Mitochondrien in fadige Gebilde. 

Die Ubereinstimmung sowohl der Chondriokinese als auch des Chemis- 
mus der Bewegung bei der Mitose einerseits und der Spermiohistogenese 
bzw. der Bewegung des Spermienschwanzes andererseits (H. H. Weber 
1955 und Mitarbeiter) lat ebenfalls auf die Rolle der Mitochondrien als 
Motor“ schlieBen oder auf ihre Tatigkeit als Produzenten eines die Be- 
wegung verursachenden Stoffes. 
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C. Die Chromosomenstruktur bei Beginn der Meta- 
phase und die Anaphasebewegung der Chromosomen 


Wenn auch unseren Kenntnissen der Karyokinese durch die in 
dieser Untersuchung angewandte Methodik der Anderung des Zeit- 
faktors nichts wesentlich Neues hinzugefiigt wird, so scheinen doch von 
Interesse 

1.die Strukturanderungen der Chromosomen gegen Ende 
der Prophase und 

2. die Analyse ihrer Bewegungen vom Beginn der Meta- 
kinese bis zur Bildung der Tochterkerne. 

Die erste Phase dieser Bewegungen wurde bereits‘im Zusammenhang 
mit dem Einflu& der Mitochondrien auf die Plasmabewegung erértert. 

Das eigenartig zerfaserte Aussehen der Chromosomen in einem be- 
stimmten Stadium der Prophase (Abb. 1 und 21) ist auch bei pflanzlichen 
Objekten festgestellt worden (Huskins 1948, Galinsky 1949 und 
Bajer 1954) und erinnert stark an die ,Lampenbiirstenchromo- 
somen* in den Oocyten einiger Haifische (Marschall) und der Chaeto- 
gnathen (Bordas 1920). 

Diese Strukturen liegen nahe an der Grenze des Auflésungsvermégens 
des Lichtmikroskops und sind nur bei Olimmersion mit hinreichender 
Deutlichkeit zu erkennen. 

Bei starker VergréRerung ist festzustellen, daf es sich bei dem dunklen 
Anteil und bei dem helleren Hof nicht um zwei verschiedene Dinge han- 
deli, sondern das von einem zentralen Teil pseudopodienartige Fortsatze 
meist unverzweigt, teils jedoch verzweigt, z. T. sogar mit keulig verdickten 
Koépfchen nach allen Seiten ausstrahlen (Abb. 2). Dabei ist der Zentralteil 
ebenfalls nicht homogen, sondern er erscheint als dichtes, mit gréReren und 
kleineren Hohlraumen und Liicken durchsetztes Netzwerk. 

Bei der Anwendung von Trockenobjektiven und bei schwicherer Ver- 
groéRerung entsteht der Eindruck einer Spiralstruktur (Abb. 1). Die An- 
nahme, daf ein ,anderes als spiraliges Aussehen (der Chromosomen) auf 
Zerstérungsartefakten beruhe“ (v. Geitler 1938), scheint jedoch bei den 
Spermatocyten von Oedipoda nicht zuzutreffen, da bei allen abgebildeten 
Zellen nachtraglich gepriift wurde, ob sie noch lebten und in der Lage 
waren, sich weiterzuentwickeln. 

Die beschriebene (faserige) Struktur der Chromosomen ist, wie schon 
erwahnt wurde, nur kurze Zeit (10—20 Minuten) sichtbar; sie tritt meist 
kurz vor der Auflésung der Kernmembran in Erscheinung. Eine Be we- 
gung innerhalb der Chromosomen-— etwa eine Form- oder Orts- 
verdnderung der fadigen Fortsaétze — ist dabei nicht festzustellen. 
Ebenfalls war niemals klar zu erkennen, auf welche Art der Ubergang in 
das nachste Stadium vor sich geht. Man bemerkt lediglich beim Betrachten 
des Vorganges im Zeitrafferlaufbild, daf innerhalb kurzer Zeit (5—10 Mi- 
nuten) der Durchmesser der Tetraden um etwa 30% abnimmt, daB diese 
einheitlich dunkel werden und daft sich eine glatte scharfe Grenzkontur 
gegeniiber dem Karyoplasma ausbildet. Die Scharfe der Kontur lat bis 
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zur vollstandigen Ausbildung der Metaphaseplatte nach und die Tren- 
nungsspalten zwischen den vier Einzelchromosomen einer Tetrade, die 
wahrend des beschriebenen Vorganges nicht erkennbar waren, treten 
wieder in Erscheinung. Somit ist das gewohnte Bild der Chromosomen in 
der Metaphaseplatte erreicht (Abb. 3). 

Das X-Chromosom nimmt an dieser Entwicklung nicht teil, son- 
dern es ist wahrend der gesamten Prophase sichtbar und liegt der Kern- 
membran an. Ebenso ordnet es sich nicht oder nur kurze Zeit in die Meta- 
phaseplatte ein und beginnt lange vor den iibrigen Chromosomen seine 
.. Wanderung* zu einem der Pole (Abb. 6a und 6c). 

Die Anaphasebewegung der Chromosomen ist deutlich unterschieden 
von ihrer Bewegung in der Pro- und Metaphase. Wahrend kurz vor und 
nach der Auflésung der Kernmembran die einzelnen Chromosomen eine 
schnelle, etwas unregelmaBige Bewegung zur Kernmembran hin und danach 
von dieser hinweg nach dem Zentrum des Kerns zeigten und fiir die Dauer 
der Metaphaseplatte eine nur wenig charakteristische Pendelbewegung er- 
kennen lieBen, haben ihre Weg-Zeit-Kurven wahrend der Anaphase einen 
typischen Verlauf: Der erste Teil dieser Kurve ist S-férmig (an anderen 
Objekten fesigestellt: Von Hughes und Swann 1948 an Hiihner- 
gewebekuliuren, Fe] 1] und Hughes 1949 an Mausfibroblasten, Barber 
1939 bei Tradescantia, Hughes und Preston 1949 bei Fibroblasten 
von Rana, Xenopus und Triton und von Jacquez und Biesele 1954 
bei Spermatocyten von Psophus nach Filmaufnahmen von Michel). 
Diesem sigmoiden Teil der Kurve folgt meist in mehr oder weniger kurzem 
Abstand ein zweiter Geschwindigkeitsanstieg, eine Feststellung, die die An- 
nahme eines zweiten an der Anaphasebewegung der Chromosomen be- 
teiligten Faktors erfordern wiirde, wenn man sich die wohlbegriindete 
Ansicht von Jacquez und Biesele zu eigen macht, nach der die 
sigmoide Weg-Zeit-Kurve der Chromosomen ein Beweis ist fiir eine Be- 
wegungsmechanismus, der etwa den von Béla 1929 beschriebenen .,rheo- 
plasmaartigen Zugfasern“ entspricht. Ob jener zweite Faktor wirksam ist 
und ob es die ebenfalls von Béla untersuchte ,Stemmkérper- 
wirkung* ist, laBt sich aus den vorliegenden Befunden nicht mit Sicher- 
heit erschlieBen. 

Die Annahme erreicht jedoch einen hohen Grad von Wahrscheinlichkeit 
durch folgende Fesistellungen: Jenes erwahnte zweite Geschwindigkeits- 
maximum fallt oft schon in die Periode der beginnenden ,,Verquellung“ 
der Chromosomen. Der Rest des Spindelkérpers dringt zwischen die Ana- 
phasechromosomen und drangt sie auseinander bzw. er schiebt die T oc h- 
terkerne aus ihrer Lage. Die Verlangerung der Zelle in Achsenrichtung 
bzw. die Ausbeulung an einem oder beiden Polen setzi stets einige M i- 
nuten spater ein als die Anaphasebewegung der Chromosomen, und 
sie geht am schnellsten wahrend jenes zweiten Geschwindigkeitsmaximums 
der Anaphasebewegung vor sich. 

SchlieBlich spricht der subjektive Eindruck beim aufmerksamen Beob- 
achten des Zeitrafferlaufbildes dafiir, da® an der Anaphasebewe- 
gung ein Zugfasermechanismus und die Wirkung des 
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Stemmkéorpers beteiligt sind, wobei dieser mit seiner Tatigkeit erst 
zu Ende der Anaphase einsetzt. 

Diese Annahme ist keineswegs neu. Sie geht auf die alten Hypothesen 
von Meves (1896) und Bonnevie (1910) zuriick. 1928 konnte diese 
Hypothese von Bélai, der auch den Ausdruk ,Stemmkérper* 
pragte, durch Entquellungsversuche an Spermatocyten von Stenobothrus 
lineatus bestatigt und erweitert werden. In jiingster Zeit haben Ris (1943, 
1949), Jacquez und Biesele (1954), Boss (1954), Bajer und Molé- 
Bajer (1954/56) und Makino und Nakanishi (1955) mit verschie- 
denen Methoden gezeigt, da das Zusammenwirken von Stemmkérper und 
(fliissigen) Zugfasern bei zahlreichen zoologischen und botanischen Ob- 
jekten die Anaphasebewegung der Chromosomen zu bewirken scheint. 


Als Kriterium fiir die Art der Zugfaserwirkung kann eine 
Beobachtung gelten, die schon F 01 1879 gemacht hat, die an verschiedenen 
zoologischen und botanischen Objekten bestatigt werden konnte (Sc hnei- 
der 1938, Schaede 1929, Bélat 1929, Pfeiffer 1952, Bajer 
1954 u. a.) und die sich auch an Oedipoda c. wiederholen laft. 


Von den Zentromeren der Chromosomen lésen sich sehr kleine Partikel 
unbestimmbarer Form ab und ,,wandern“ geradlinig langs der Spindel- 
fasern auf die Pole zu. Diese Beobachtung spricht deutlich fiir eine Str 6- 
mung irgendeiner Fliissigkeit in oder an der Spindel. Ebenso spricht fiir 
diese ,fliissigen Zugfasern* im Sinne Bélafs, da die Bewegungen der 
einzelnen Chromosomen wihrend der Zugfaserperiode zwar — mit Aus- 
nahme des X-Chromosoms — nahezu gleichzeitig und gleich- 
sinnig vor sich gehen, daf aber trotzdem offenbar jedes einzelne 
Chromosom in dieser Periode seinen eigenen Bewegungs- 
mechanismus hat. Trotz der grofen Ahnlichkeit der Bewegungs- 
kurven der einzelnen Chromosomen einer Zelle sind namlich die Zeiten 
des Beginns der Wanderung nicht gleichzeitig. Ebenso 
kommen Uberschneidungen der einzelnen Weg-Zeit-Kurven nur im ersten, 
sigmoiden Abschnitt vor, wahrend sie im zweiten, durch den ,,Stemm- 
kérper* bewirkten Abschnitt der Bewegung weitgehend parallel verlaufen 
(Abb. 11). 

Die Frage der Abhangigkeit von Anaphasebewegung. 
Stemmkoérperwirkung und Kernrestitution einerseits und 
Plasmabewegung und Bildung der Teilungsfurche ande- 
rerseits wurde bereits im Zusammenhang mit den atypischen Teilungen be- 
sprochen. Die dort vorliegenden Feststellungen werden auch bei der Ana- 
lyse der Anaphasebewegung bestiatigt, da irgendeine notwendige raiumliche 
oder zeitliche Beeinflussung der Plasmateilung durch den Mechanismus der 
Kernteilung sich nicht feststellen lie®. Es scheint vielmehr so zu sein, daft 
Anaphasebewegung und Kernrestitution autonom ver- 
laufende Vorgiange sind, wobei natiirlich eine Wirkung der Mito- 
chondrien auf diese Vorgange nicht ausgeschlossen, sondern im Gegenteil 
sogar wahrscheinlich ist, wie ebenfalls bei der Erérterung der atypischen 
Teilungen dargelegt wurde. 
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IV. Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Die Kombination von Zeitrafferfilm, Phasenkontrast- 
verfahren und Teilbildanalyse erlaubt auch solche Bewe- 
gungsvorgange innerhalb einer Zelle genauer zu bestimmen, die mit Hilfe 
einer statischen Methode kaum zu erfassen sind. 

2. Mit dieser kombinierten Methodik wurde die Spermatogenese von 
Oedipoda coerulescens L. untersucht, um die Abhangigkeit einzel- 
ner Bewegungsvorgange voneinander im allgemeinen und von 
der Chondriokinese im besonderen fesizustellen. 

3. Die Mitochondrien, die sich wahrend der Prophase zu 
einem bandférmigen Gebilde zusammenlegen, lésen sich vor Beginn der 
Metaphase wieder aus dem Verband und bilden sich zu maximal 25 uv 
langen Faden um. Nach Abschluf der Teilung verkiirzen sie sich wieder. 


4. Wihrend der Metaphase lagern sie sich um die Aquatorialplatte 
in Form eines Ringes und ordnen sich vor Beginn der Anaphase in Form 
einer rohrartigen Manschetie um die Spindel an. 


5. Diese Anordnung kann in verschiedener Weise abgewandelt sein. 
Die Ursache dieser Stérung ist unbekannt. Es werden mechanische Insulte 
wihrend der Praparation vermutet. Die Vitalitat der Zelle wird hierdurch 
nicht verandert. 

6. Vor Beginn der Metakinese lassen die Chromosomen eine netz- 
artig zerfaserte Struktur erkennen, die bei starker VergréRerung 
wohl unterschieden ist von einer Spiralstruktur. 

7. An die Diakinese schlieBt sich ein Kontraktionsstadium 
an, in dem die Chromosomen eine schnelle Bewegung nach dem Zentrum 
des Kerns ausfiihren. Die hierbei erreichten Geschwindigkeiten und Weg- 
sirecken sind z. T. gréBer als die Geschwindigkeiten und Wege, die in der 
Anaphase zuriickgelegt werden. 


8. Die Teilungsunruhe ist von der Lage, dem Entwicklungs- 
stadium und der Anzahl der Mitochondrien abhiangig. Sie geht jeder 
meiotischen Teilung bei Oedipoda c. voraus. 


9. Die Ausbildung der Teilungsfurche kann als ein Sonder- 
fall der Teilungsunruhe angesehen werden. Sie ist ebenfalls ab- 
hangig von der Chondriokinese und unabhangig von der 
Karyokinese. Sonstige, an der Einsenkung der Teilungsfurche be- 
teiligten Plasmastrukturen wurden mit der angewandten Methode nicht 
festgestellt. 


10. Die Anaphasebewegung der Chromosomen zeigt 
zwei Maxima der Geschwindigkeit. Der erste, sigmoide, Abschnitt der 
Anaphasebewegung lat auf einen Zugfasermechanismus sdhlie- 
Ren, der in der zweiten Phase von der Stemmkérperwirkung ab- 
gelést wird. Hierzu wurden Beobachtungen iiber Strémungen in der Spin- 
del, Formverainderungen der Zelle in der Ana- und Telophase und iiber 
Deformation des sich bildenden Kernbliaschens durch den Spindelkérper 
mitgeteilt, welche diese Annahme stiitzen. 
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11. Bei der Bildung des Schwanzfadens der Spermatiden 
nehmen die zuvor zum Nebenkern kondensierten Mitochondrien wieder 
fadige Form an und lagern sich um den vom Zentriol ausgehenden Zeniral- 
faden. Das Wachstum des Schwanzfadens erfolgt in regelmafigen 
Schiiben (Rhythmen). 

12. Die mitgeteilten Beobachtungen legen den Schluf# nahe, daf die bei 
der Zellteilung auftretenden Bewegungen durch die 
Mitochondrien verursacht werden. Diese Bewegungen treten 
auf, sobald die Mitochondrien langgestreckte Form angenommen haben. 
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Rotation in Nitella'‘ 


By 


Nobur6é Kamiya and Kiyoko Kuroda 


Department of Biology, Faculty of Science, Osaka University, Osaka 
(Received December 16, 1957) 


There has been no method known for measuring the motive force 
responsible for the rotational streaming of protoplasm in the plant cell. 
Obviously, the double-chamber method (Kamiya 1942, 1953; Kamiya, 
Nakajima and Abe 1957) that was developed for measuring the motive 
force of the protoplasmic flow in the slime mould will not meet the purpose. 
To express the absolute magnitude of the force producing the rotation, it 
is first of all necessary to know where the seat of the driving mechanism 
is located. 


Theoretical Background 


In our study on the intracellular velocity distribution of the rotational 
streaming in rhizoid or “leaf” cells of Nitella, we pointed out that there is 
a hardly appreciable velocity gradient within the moving endoplasmic 
layer. the whole endoplasm flowing with a nearly equal rate (Kamiya 
and K uroda 1956). Only in a narrow boundary region between the cortical 
gel and the endoplasmic sol an enormous velocity gradient is found. 
Actually, therefore, the plasmasol layer (endoplasm) is not streaming, but 
just sliding as a whole on the inner surface of the cortical layer. In- 
formation as to the mode of action of the force producing the rotation is 
to be had further from the velocity distribution of the streaming in a cell 
which has its whole vacuolar space filled with endoplasm. Such a cell is 
made artificially from an internodal celi by the procedure of centrifugation 
followed by strangulation (Hayashi 1952). It was demonstrated by us 
(Kamiya and Kuroda 1956) with the aid of a model experiment that 
the velocity distribution of the endoplasmic flow in such a cell coincides 
neatly with that which is expected when only the peripheral region of the 
endoplasm in direct contact with the cortical gel layer is active and all 
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other parts are passively moved. We therefore arrived at the conclusion 
that the protoplasmic rotation in Nitella cell is brought about by the shift- 
ing force established at the interface between cortical gel and endoplasm. 

This conclusion has been further verified by the fact that pure endo- 
plasmic drop containing no cortical gel is unable to produce mass stream- 
ing, a fact which has been shown by us by means of an appropriate 
operation of the cell (Kamiya and Kuroda 1957a, b). The findings of 
previous authors, e. g, Dutrochet (1837), Hérmann (1898), Nichols 
(1925), Linsbauer (1929), Breckheimer-Beyrich (1954), Ja- 
rosch (1956) etc., who observed protoplasmic streaming in Nitella or 
Chara from various angles, are also in good conformity with the view that 
the cortical gel layer is indispensable for the rotational streaming. 

Although the nature of the force exercised at the interface is still un- 
known and it is not our intention here to discuss it, we can assume that 
the outer edge of the plasmasol tends to be shifted along the cortical gel 
by that force. Accordingly, the magnitude of the motive force responsible 
for the protoplasmic rotation in Nitella is expressed by the shifting force 
that is generated by unit area of the sol-gel interface. Its dimension is 
|ML-1 T-2], that is, the same as the pressure, but it differs from the pressure 
in that the force is exerted in parallel to the interface. 

One possible way of approach to the problem of calculating the absolute 
magnitude of the motive force of the rotational streaming in such a cell is 
to find out what is the exact centrifugal acceleration just sufficient to stop 
a streaming that is flowing in the centripetal direction. Of course, merely 
determining the centrifugal acceleration in question does not mean know- 
ing the absolute quantity of the motive force. In order to calculate it 
from this centrifugal acceleration, we must further know the difference in 
density between the cell sap and the endoplasm as well as the thickness 
of the endoplasmic layer itself. 

The motive force, F, of the streaming being regarded as a shifting force 
generated at the boundary between the inner surface of the stationary 
cortical gel layer and the outer edge of the moving endoplasmic layer, it 
may be calculated from the following formula: 

F=Ad(D,—D,)a 
where a represents the centrifugal acceleration which is just needed for 
stopping the centripetal flow of the outermost endoplasm, d the thickness 
of the endoplasmic layer at this moment, D, and D, densities of endoplasm 
and cell sap, respectively, and A the area of the interface between the 
cortical gel layer and the endoplasmic layer where shifting occurs. 


Experiment 


It was already observed by Virgin (1949) in Elodea densa and 
Breckheimer-Beyrich (1949, 1954) in Nitella flexilis that the endo- 
plasm, that is collected at one end of the cell by centrifugal force, begins 
to move centripetally again along the cortical gel when the centrifugal 
force is 200 X g—370 X g in Elodea and as small as 30 X g in Nitella. Ac- 
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cording to Hayashi (1957), who observed the internodal cell of Chara 
Braunii with a centrifuge-microscope of his own making, the centrifugal 
acceleration needed in stopping the endoplasmic streaming at the region 
close to the cortical layer is about 200 X g. 

Our experiments were conducted by using a centrifuge-microscope of 
H. Struers Chemiske Laboratorium (Copenhagen) with some improvements 
in light source and with a supplementary device allowing to estimate the 
exact speed of rotation. The observation was made with an objective lens 
of 30X combined with an eye-piece of 5, which makes a total magnification 
of 300X due to the optical system of the centrifuge-microscope. The 
internodal cell of Nitella flexilis of around 5mm. in length served as the 
main material, because if the cell gets larger, it becomes increasingly dif- 
ficult to observe the profile of the endoplasmic layer and consequently to 
estimate its thickness. Besides, the rhizoid cell was also used. The ex- 
periment was conducted in July 1957. 

We should like to point out first that when the cell is being centrifuged, 
the endoplasm often slides down over the cortical gel layer as a whole 
without causing any appreciable shear within the endoplasmic layer. This 
is true with many cells observed, but is especially clearly to be seen in the 
rhizoid. Thus the interface, where shifting occurs in normal protoplasmic 
rotation, is known also to be the site at which the endoplasm is most readily 
shifted by external force (centrifugal force). From this fact we may 
reasonably assume that the viscosity at the sol-gel interface is lower than 
the endoplasmic sol itself. We have sometimes also come across 
a case in which the endoplasm tended to move under centrifugal ac- 
celeration more rapidly at the layer near the vacuole than in the proximity 
of the cortical gel. Determination of the velocity distribution in the 
endoplasmic layer during centrifugation, however, is not needed for the 
following calculation. 

When an iniernodal cell is centrifuged moderately in the longitudinal 
direction, we notice that the streaming toward the centrifugal end of the cell 
is accelerated while the streaming toward the centripetal end is retarded. 
If the centrifugal acceleration is increased beyond a certain value, the 
endoplasm moving toward the centripetal end of the cell is forced 
back. We can find out the speed of centrifuge rotation at which the 
streaming toward the centripetal end is brought to a standstill. This cen- 
trifugal acceleration, which may be termed “balance-acceleration,” varied 
a great deal according to the cell as well as to the thickness of the endo- 
plasmic layer. Mostly, the balance-acceleration in the internodal cell of 
Nitella flexilis was found to be within the range of 200 X g—800 X g. 


The thickness of the endoplasmic layer, d. when its outer edge is stopped 
under the influence of centrifugal acceleration, can be determined directly 
under the centrifuge-microscope. But this is probably the quantity which 
can be measured with least accuracy especially when the layer is thin or its 
thickness is uneven. 

As for the densities of endoplasm and cell sap in Nitella flexilis there is 
a recent report of our own (Kamiya and Kuroda 1957c). The density 
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of the endoplasm was known from the gradient method to be 1.015 gm. cm—3 
and from the falling-sphere method to be 1.014gm.cm~-%. Density of the 
cell sap was determined by observing whether the cell sap went upward or 
downward when both ends of the cell were cut in the media of known den- 
sity. A suitable chamber was constructed for this purpose. The cell sap 
density was thus found to be in the range 1.010—1.011 gm.cm-3. This coin- 
cides well with that of Chara ceratophylla which is reported to be 
1.0106 mg.cm-* by Collander (1930). Consequently, the difference in 
density between the endoplasm and the cell sap in Nitella flexilis is re- 
garded as 0.004mg.cm~-’. Our work on determining the densities of the 
endoplasm and cell sap was performed at 19°C. in cells of 3—4 cm. in length. 
Hence if we are allowed to assume that the difference in density between 
the cell sap and endoplasm is also 0.004 mg.cm-3 at 27°C. for a cell of 
5mm. in length with which the balance-acceleration was determined. we 
have all the numerical values required in the foregoing formula for the 
estimation of the absolute magnitude of the motive force responsible for 
rotation in Nitella cell. Some of the experimental data and the values of 
the motive force calculated from them are summarized in Table 1. 


Table 1. Data for calculation of the motive force responsible for protoplasmic 
rotation in internodal cells of Nitella flexilis 





Thickness of the endoplasmic ” 
Balance- iH ADIT ’ Motive force 
| layer while it is at a standstill | 


Experiment No. | Temp. | acceleration | 


| per unit area 


under balance-acceleration 


(a) | (F/A) 





2 


xg | dynes/em 
660 1.2 
510 as 1.7 
400 1.8 
360 ; 1.8 


Co 


bo bo to te 
TI 1 +1 +1 





Mean = 1.6 


Experiments 1 and 2 were performed in the same cell and experiments 3 
and 4 in another cell. We notice in the table that the values of the motive 
force coincide fairly well with each other. Probably the small discrepancies 
in the motive force values obtained are primarily due to the lack of ac- 
curacy in the estimation of the thickness of the endoplasmic layer. 

All in all, the mean value of the motive force generated in the internodal 
cell of Nitella flexilis is found to be 1.6 dynes/cm?. In other words, 1 dyne 
is generated as the total motive force for the rotational protoplasmic 
streaming in a cell which is 0.5mm. wide and 4cm. long and whose sol-gel 
interface amounts to about 0.6 cm?. 


Summary 
The present work is a first attempt at calculating the absolute amount 
of the motive force responsible for the rotational protoplasmic streaming. 
10* 
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The calculation was made on the basis of the conclusion we arrived at 
previously through the analysis of intracellular velocity distribution, 
namely, that the active driving mechanism responsible for the rotational 
streaming is located at the interface between the cortical gel and the outer 
edge of the endoplasmic layer. The motive force, which is the shifting force 
generated at this interface, was determined in the internodal cell of Nitella 
flexilis to be within the range of 1—2 dynes/cm? at room temperature. 
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Uber die Beeinflussung der Hitzekoagulation 
des Pflanzenplasmas durch Rhodanide von Neutralsalzen, 
in Verbindung mit organischen Stoffen I 
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Hugo Kaho, Hamburg 


(Eingegangen am 31. Dezember 1957) 


Schon in seinen friiheren Arbeiten hatte Lepeschkin (1910) die 
Hypothese aufgestellt, da die Grundsubstanz des Protoplasmas aus einer 
labilen Verbindung von Eiweifkérpern und Lipoiden bestehe. In seinen 
spaiteren Arbeiten hat er die Mizellen dieser hypothetischen Verbindung 
als Vitaide bezeichnet (1937, 1938). 

Der Tod des Protoplasmas bei hoher Temperatur tritt nach Le pesch- 
kin (1912) infolge von zwei Vorgangen ein, die gleichzeitig im Plasma sich 
vollziehen: die lockere Verbindung der Eiweifstoffe und Lipoide lést sich 
auf, und die Eiweifkoérper koagulieren. 

Da man bei Kolloiden eine Hitzegerinnung nur bei Eiweifkoérpern kennt, 
so wird die Hitzekoagulation des Plasmas durch die Hitzegerinnung des 
EiweiRes im Plasma gekennzeichnet. 

Aus den Versuchen von Buglia (1909) wissen wir, daB die Koagu- 
lationstemperatur (KT) einer Eiweiflésung keine konstante GroRe darstellt. 
Sie ist von der Erwairmungszeit (EZ) in der die Koagulation verlauft, ab- 
hangig. 

Nehmen wir ein Beispiel aus seinen Versuchen: 


Neutralalbumin Konzentriertes1 Neutralalbumin 








EZ | KT 








2,5 Minuten | 5¢ sf 53,0° 
5 5,0° 50,0° 

10,0 48,5° 

70,0° 46,6° 


1 Dasselbe Neutralalbumin, 
bis zu !/, seines Volums in Vakuum 
eingedickt. 
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Diese Versuche zeigen, da mit der Verlangerung der Erwarmungszeit 
sowie bei héherer Konzentration der Eiweiflésung die KT stark sinkt. 
Lepeschkin (1910) hatte ahnliche Versuche mit dem Pflanzenplasma 
angestellt. Ein Beispiel dafiir: 


Rhoeo discolor (Flachenschnitte) Beta vulgaris (Scheiben) 








EZ | KT EZ KT 








Sees CSS 721° 0,1 Minuten . 
25 * RP Re es 63,2 0,7 re 

80 _ Beret ce wi ehKs 55,7° 2,3 
ee A eS ee 52,0° 


» 
” 
1 KT-Koagulationstemperatur des 
Plasmas. 


Diese Versuche zeigen eine grundsatzliche Ubereinstimmung des Ver- 
haliens des Plasmas mit dem des Neutralalbumins. Le peschkin (l.c.) 
folgert daraus, daff im Plasma grofe Mengen von Eiweiffkérpern enthalien 
sind. 

Spaterhin haben wir (K ah o 1921 a) nach der Methode von Lepesch- 
kin (le) die Beeinflussung der Hitzekoagulation des Pflanzenplasmas 
durch Neutralsalze untersucht. 

Bevor wir zur Beschreibung meiner Versuche iibergehen, méchte ich 
ganz kurz von meinen friiheren Untersuchungen iiber die Hitzekoagulation 
des Pflanzenplasmas referieren, weil die nachstehenden Versuche gewisser- 
mafen eine Forisetzung meiner friiheren diesbeziiglichen Versuche bilden '. 

Damals hatten wir gefunden, da die plasmolysierten Protoplasten von 
Zebrina pendula in Lésungen von Rhodaniden, Jodiden, Nitraten und 
Chloriden wahrend der Erwarmung mehr oder weniger stark anschwellen, 
bis sie zuletzt bei einer bestimmten Temperatur platzen, wobei der Inhalt 
der Vakuole herausgeschleudert wird. Dieses Anschwellen weist auf das 
Findringen der genannten Salze in die Zelle hin. 

Anders verhalien sich Sulfate und Citrate der Alkalisalze sowie Chloride 
des Bariums, Strontiums und Magnesiums. Bei diesen Salzen bleibt das 
Volumen der plasmolysierten Protoplasten wahrend der Erwarmung un- 
verandert. Ein merkliches Eindringen dieser Salze war nicht zu beobachten. 

Von den anderen Erdalkalisalzen verhalt sich Calciumchlorid ab- 
weichend, indem es sich seiner Wirkung nach an die Alkalisalze anschlieft 
oder einen Ubergang von den letzteren zu den Erdalkalisalzen darstellt. 

Ferner fanden wir, daf die Einwirkung der Neutralsalze auf die Hitze- 
koagulation des Plasmas von Zebrina pendula je nach dem Salz mehr oder 
weniger bedeutend ist. Dabei macht sich die additive Wirkung der Salze 
geltend, d. h. die beiden Jonen sind von Bedeutung. 


1 Meine friiheren Arbeiten iiber die Hitzekoagulation des Pflanzenplasmas sind 
in den botanischen Kreisen weniger bekannt, weil sie in der Biochem. Zeiischr. und 
in den Acta et Comm. Univ. Dorpat. erschienen sind. 
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Bei den Alkalisalzen ist die Wirkung des Anions besser ausgeprigt als 
die des Kations. Anionen férdern die Hitzekoagulation in der lytropen 
Reihenfolge (Kaliumsalze): CNS >Br>J>NO,>Cl> Tartrat, Acetat 
> Citrat >SO,, wobei das Anion der ersten Stelle der Reihe die KT am 
starksten herabsetzt 2. 


Kationen wirken in der Reihenfolge: K, NH, > Na>Li, Ca > Mg, Ba, 


Sr. 

Die Férderung der Hitzekoagulation des Plasmas 
durch Neutralsalze ist auf die Permeabilitiait des Plas- 
mas fiirdiese Salzezuriickzufiihren. Dieamschnellsten 
permeierenden Salzesetzendie KTamstiarksten herab. 
Die sich aus dieser Wirkung resultierenden Koagu- 
lationsreihen sind auch gleichzeitig die Permeabili- 
tatsreihen fiir diese Salze. 

Die héheren Konzentrationen der Neutralsalze bewirken im allgemeinen 
eine niedrigere KT. Das Sinken der KT in stairkeren Lésungen geschieht 
aber hier in keinem Fall bei allen Salzen gleichmafig, wie die folgende 
Gegeniiberstellung zeigt (Tab. A). 


Tab. A. Zebrina pendula. 





J NO; Cl Acetat Citrat 
Kaliumsalze 
KT des Plasmas in °C 





0,3 norm. 
0,8 ,, 
Differenz der KT 


1 Durchschnittswerte aus fiinf Versuchen. 


Die Beeinflussung der KT durch die Erhéhung der Konzentration der 
Salze zeigt einen lytropen Charakter, da bei den leicht permeierenden 
(hydratationsférdernden) Salzen aus héheren Konzentrationen mehr Salz 
in die Zelle gelangt und dadurch die KT starker herabgesetzt wird als durch 
die schwer permeierenden (hydratationshemmenden) Salze. Bei den Sul- 
faten und Citraten bleibt die KT unbeeinfluBt (— 0.4° und —0,1° liegt im 
Bereich des Versuchsfehlers). 

Ferner hatten wir durch dieselbe Methode die Hitzekoagulation des 
Plasmas der Kronblatter von Viola tricolor (sdvwarze Varietat) in den 
Lésungen der Erdalkalisalze untersucht (Kaho 1924a). Die Einwirkung 
dieser Salze auf die Plasmagerinnung hat eine grofe Ahnlichkeit mit der 
der Alkalisalze, wobei beiden Ionen Bedeutung zukommi (s. Tab. B.). 

Alle untersuchten Erdalkalisalze férdern die Hitzekoagulation des 
Plasmas. Sie setzen die normale KT herab, und zwar in folgenden lyotro- 
pen Ionenreihen: Ca-Salze: CNS > NO, > Br > Cl > Acetat: Sr-Salze: Br 
> NO, > Cl; Ba-Salze: CNS > Br > Cl; Mg-Salze: Br > NO, >SO,> Cl 
> Acetat; die Kationenreihe (Chloride): Ca >Sr > Ba > Meg. 


2 Dieses hat auch Bogen (1948) gefunden. 
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Tab. B. Viola tricolor. 





Kation/Anion | | | Cl Acetat | SO, 
eas — ———- == - piles ee es 


1,0 mol Plasmas in °C 








59,7 
60,4 
61,6 
64,4 


1 Durchschnitte aus drei Versuchen. 


Dieses Verhalien der Erdalkalisalze zur Plasmakoagulation ist analog 
den Alkalisalzen durch die Permeabilitatsverhaltnisse zu erklaren und die 
angefiihrten Ionenreihen sind als Permeabilitatsreihen anzusehen, wobei die 
Férderung der Hitzekoagulation ihrem Eindringungsvermégen (bzw. Hy- 
dratationsaktivitaét) entsprechend vor sich geht. 

Der Einflu& der Konzentration der verwendeten Salze auf die KT ist 
aus der Tab. C ersichtlich, wo zwei Konzentrationen (0,2 mol und 1.0 mol) 
angefiihrt sind. 


Tab. C. Viola tricolor. 





cns | NO, | Br 
Ca-Salze SSS 4 
KT des Plasmas in °C 





| 
0,2 mol | 53,91 56,2 59,6 


57,4 
1,0 mol | 40,2 52,5 53,7 59,7 
Differenz der KT |  13,7° 4,9° a5 =i: 


1 Durchschnitt aus drei Versuchen. 


Eine Erhéhung der Konzentration der Erdalkalisalze setzt (ahnlich wie 
bei den Alkalisalzen) bei den quellungsférdernden Salzen (Rhodanid, 
Bromid und Nitrat) die KT am starksten herab. Bei CaCl, bleibt die KT 
in diesem Fall unbeeinfluRi (Tab. 3). 

Im Anschlu& an diese Versuche wurden noch Quellungsversuche von 
Agar-Agar mit Erdalkalisalzen angestellt (Kaho 1924, S. 110. Fiir die 
Quellungsférderung ist dieselbe Anionenreihe (CNS > Br >NO, > Cl) 
wie fiir die Hitzekoagulation des Plasmas von Bedeutung. In beiden Fallen 
war eine Ubereinstimmung der Anionenwirkung nicht zu verkennen. 
In physiologischer Beziehung ist die Wirkung der Erdalkalisalze auf die 
Permeabilitatsverhalinisse zuriickzufiihren. 

Ferner hatten wir noch die Hitzekoagulation des Pflanzenplasmas in 
alkalischen und sauren Lésungen untersucht (K a ho 1921 b, 1924b). 

In den alkalischen Lésungen der Alkalisalze ist die KT héher als in den 
neutralen® (s. Tab. D.). Bei denjenigen Salzen, die verhalitnismafig am 


3 Diese Tatsache wurde zuerst von Lepeschkin (l.c.) bei Rhoeo discolor 
festgestellt. 
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schnellsten in das Plasma eindringen und in den neutralen Lésungen die 
KT am meisten herabsetzen (Rhodanide, Jodide u. a.), wird in der schwach 
alkalischen Lésung die KT am starksten erhéht. Die OH-lonen sind im 
allgemeinen bestrebt, die Differenzen zwischen den Anionenwirkungen der 
Salze auszugleichen. Die Temperaturamplitude Rhodanid — Acetat ist in 
den alkalischen Lésungen kleiner (7,7) als in den neutralen (11,39: s. 


Tab. D.). 
Tab. D. Zebrina pendula. 





Alle Salze 0,8 mol | KCNS KJ KNO3; KCl K-Acetat 


KT des Plasmas in °C 





+ 0,001 n NaOH 66,91 70,2 
Neutral | 62,2 67,3 
Erhéhung d. KT (+) | + 4,7 | + 3,2° 


1 Durchschnittswerte. 


In den sauren Lésungen (Salz-, Salpeter-, Oxalsaiure ca. 0,003n und 
niedriger) liegt die KT des Plasmas (Zebrina, Viola) in Aaquimolaren Lésun- 
gen der Neutralsalze niedriger als im neutralen Medium. Das Sinken der 
KT ist am besten bei den ersten Gliedern der lyotropen Reihe (Rhodanide, 
lodide u. a.) ausgepragt und nimmt in der Richtung CNS— SO, ab (s. 
Tab. E). Die schwicheren Konzentrationen der Saure (0,001 n Oxalsiaure) 
sind bei den meisten Salzen inaktiv. 


Tab. E. Viola tricolor. 





Anionen NaCNS | NaNO; NaCl Na-Tartrat 


Alle Salze 1,0 mol KT? des Plasmas in °C 





Neutral 51,9 | 59,1 60,6 65,7 
+ "/350 HNO, 41,5 49,3 53,4 
Das Sinken der KT (—) | — 10,4 — 9,8° — 7,2° — 1,8 


1 Mittelwerte. 


Fiir die untersuchten Kationen gilt die Reihenfolge K > Li> Mg > Ca. 
Hier wird die KT durch die Saéure am starksten bei den K-Salzen, am 
schwichsien bei den Mg-Salzen herabgesetzt. Bei den Ca-Salzen bleibt die 


KT durch die Saiure unbeeinfluBt (s. Tab. F.). 


Tab. F. Viola tricolor. 





Mastiieais KCl | NaCl LiCl | MgCh | CaCl 


Alle Salze 1,0 mol KT? des Plasmas in °C 





Neutral 60,9 60,6 58,6 62,7 
+ %/350 HNO; 51,5 53,4 53,9 59,9 
Das Sinken der KT (—) | — 9,4° — 7,2° — 4,7° — 2,8° 


1 Mittelwerte. 
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Die Senkung der KT des Pflanzenplasmas durch Siiuren in den Neutral- 
salzlésungen ist eine Permeabilitatserscheinung und hangt sowohl von der 
Menge der in die Zelle eingedrungenen Siaure als auch von der Geschwindig- 
keit des Eindringens ab. Dieses laRt sich durch den Farbenumschlag des 
Anthozyans des Zellsaftes bei Viola gut nachweisen. In den Lésungen von 
Rhodaniden, Bromiden, Nitraten und Chloriden der Alkalisalze und des 
Magnesiums werden die Randzellen des Schnittes kurz vor der Hitzekoagu- 
lation feuerrot, was darauf hinweist, daB hier die Siure am leichtesten in 
die Zelle eindringt. Es entsteht am Rande des Schnittes ein roter Streifen 
von Zellen, der allmahlich breiter wird und zur Mitte des Schnittes weiter- 
riickt. Das Plasma der Zellen koaguliert gleich nach der Rétung und in der 
Regel bei viel niedriger Temperatur als ohne Saure. 

In den Lésungen der Acetate, Tartrate, Sulfate und Citrate der Alkali- 
salze und der Salze des Calciums fehlt die beschriebene Rétung der Zellen 
vollstaindig, auch wahrend der Koagulation, so da die Plasmagerinnung in 
saurem Medium in gleicher Weise wie ohne Saure vor sich geht. 

Die Salze lassen bei der Beeinflussung der Permeabilitat des Plasmas fiir 
Sauren eine guie Ubereinstimmung mit den Hydratationsprozessen bei toten 
Kolloiden erkennen. 

Die quellungsférdernden Salze férdern ihrer Kolloidaktivitat entspre- 
chend auch das Durchdringen der Saiure durch das Plasma. Die quellungs- 
hemmenden Salze setzen dagegen die Permeabilitat des Plasmas fiir Siuren 
herab. Wir miissen noch darauf hinweisen. daf die Acetate, Tartrate, 
Sulfate und Citrate der Alkalisalze sowie auch die untersuchten Salze von 
Calcium, bei denen die obenbeschriebene Rétung der Zellen bei der Hitze- 
koagulation des Violaplasmas vollstandig fehlt, in diesen Versuchen in 
klarer Weise antagonistisch gegen die Sduren wirken (K a ho 1924). 


Nun haben wir mit der alten Methode (Kaho 1921a) neue Hitze- 
koagulationsversuche angestellt. 

Die Hitzekoagulation des Plasmas kann man am besten bei plasmoly- 
sierten Zellen untersuchen. 

Beobachtet man anthozyanhaltige Zellen (z. B. Epidermiszellen von 
Zebrina pendula) in einem leicht eindringenden Neutralsalz, z. B. 
5% Kaliumnitrat (vgl. Fitting 1915), so sehen wir, da die plasmoly- 
sierten Protoplasten sich bei ca. 50° abrunden und eine Kugelgestalt an- 
nehmen. Bei weiterem Ansteigen der Temperatur nehmen die Plasmakugeln 
sichtlich an GréBe zu, da das Salz bei hoher Temperatur viel schneller in 
die Vakuole eindringt, und bei 70°—71° beginnt das Platzen der Kugeln. 
das bei der Mehrzahl der Zellen fortschreitet und schnell zu Ende geht. 
Gleichzeitig mit der Plasmakoagulation (PK) entfarben sich die Zellen. 

Wir bezeichnen den beschriebenen Verlauf der PK als Kaliumnitrat- 
fe i 

Da die PK nicht in allen Zellen gleichzeitig verlauft und eine Zeitlang 
dauert, die bei verschiedenen Plasmolytika verschieden ist, so wurden fiir 
die Ermittlung der KT zwei Momente gewahlt: 1. wenn die Koagulation be- 
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ginnt und 2. wenn schon mehr als die Halfte der Zellen koaguliert ist. Fiir 
die eigentliche KT des Plasmas wurde der Durchschnitt dieser Tempera- 
turen genommen. 

Wenn der Versuch in einer Saccharoselésung als Plasmolytikum ge- 
macht wird, so weicht der Verlauf der PK vom oben beschriebenen ab. Auch 
bei einer starkeren Plasmolyse bilden sich bei ansteigender Temperatur 
keine Plasmakugeln. Beim Protoplasten wird bei der Plasmolyse nur die 
eine Seite von der Zellwand losgerissen, die anderen Seiten bleiben mit der 
Wandung verbunden. Bei der Koagulation schrumpft das Plasma etwas 
ein und erstarrt auf der Stelle. Dabei wird es kérnig und der freie Rand des 
Protoplasten etwas unregelmafig. Das Plasma laft das Anthozyan nach 
dem Gerinnen nicht gleich heraus. In einigen Fallen bleibt das tote Plasma 
noch lange tiefrot gefarbt — da der hochkolloidale Farbstoff jetzt auf einen 
kleineren Raum verteilt ist. In anderen Fallen, wenn die koagulierte 
Plasmamembran weniger dicht ist, diffundiert das Anthozyan langsam aus 
der Zelle. Wir bezeichnen diese PK als Saccharose-Typ. 

Werden die Schnitte einige Stunden in Saccharose vorplasmolysiert, so 
daf die Zellen eine Kugelform angenommen haben, so kénnen bei der 
Hitzekoagulation einige wenige Zellen auch platzen und sich gleich ent- 
farben; die meisten Zellen verhalten sich aber, wie es in Saccharose typisch 
ist, d. h. das Plasma schrumpfi etwas ein und halt das Anthozyan fest. 
Hier haben wir einen Mischtyp. Dieser kommt haufig vor. 

Die nachstehend angefiihrten Versuche haben zum 
Zweck die Beeinflussung der KT des Plasmas in den 
Rhodaniden der Neutralsalze durch die Zucker und 
hochwertigen Alkohole zu untersuchen. 

Als endgiiltige KT-en sind Mittelwerte aus je sechs Versuchen genommen. 


Die Untersuchungsmethode 


Zu den Versuchen wurden Fliachenschnitte der Blattunterseite von 
Zebrina pendula verwendet. 

Nachstehend wird die Anstellung der Versuche noch ganz kurz be- 
schrieben: 


In eine ca. 200 cm® groBe, mit Wasser gefiillte Messingwanne mit zwei in gegen- 
seitigen Wanden eingelegten Glasfenstern wurde eine kleine aus sehr diinnen Glas 
hergestellte Wanne (ca. 2mm dick) mit dem Schnitt und der zu untersuchenden 
Lésung an einem Glasfenster von innen befestigt und die gréRere Wanne gleich- 
maéRig erwirmt. Die Veranderungen in den Zellen wurden im Horizontalmikroskop * 
beobachtet. Die Temperatur wurde an einem Thermometer mit 1/10-Gradeinteilungen 
abgelesen. Der Anstieg der Temperatur von 20° bis 70° vollzog sich in etwa 10 Mi- 
nuten. 


Die Chemikalien stammen gréBtenteils von E. Merck, Darmstadt, ein 
kleiner Teil von Th. Schuchardt, Miinchen. 
4 Da die iiblichen Horizontalmikroskope keine Mikromeierschraube besitzen, 


so wurde, um Feinstellungen zu erzielen, ein Kursmikroskop fiir die horizontale 
Lage umkonsiruiert. 
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Die Zucker bzw. mehrwertigen Alkohole wurden in den Versuchen den 
Rhodanidlésungen in Substantia zugesetzt. Die angegebenen Molarkonzen- 
trationen zeigen die Menge der Stoffe in den Lésungen, die alle gewichts- 
normal hergestellt wurden. 


Fehlerquellen 


Da sich die Ermittlung des Beginnes der PK, insbesondere aber, wenn 
sie schon bei einer grofen Zahl der Zellen vor sich geht, auf die subjektive 
Schatzung stiitzt, so kénnen dadurch Versuchsfehler entstehen, besonders 
in den Fallen, in denen die Koagulation langsam verlauft und bei den 
Zellen durch weniger scharf ausgepragte Merkmale gekennzeichnet ist. Der 
Versuchsfehler diirfte in diesen Fallen 0.5°—1,0° nicht iibersteigen. In sol- 
chen Fallen ist die KT als annahernd bezeichnet. Ferner kann die KT bei 
Blattern verschiedenen Alters nicht immer iibereinstimmen. Bei den Blit- 
tern, die unten am Stengel sitzen, besonders wenn die Unterseite eine auf- 
fallende rote Farbung hat, ist die KT etwas niedriger 5. Es wurden deshalb 
die Schnitte von den jiingeren Blattern, ungefahr gleichen Alters, vor- 
wiegend vom oberen Teil des Stengels hergestellt. Beim Vergleich der 
KT-en wurden die Schnitte von der Mitte desselben Blattes bei der Mittel- 
rippe genommen. 

Die auferen Randzellen der Schnitte koagulieren fast immer etwas 
friiher als die anderen Zellen. Sie sind wahrscheinlich beim Schneiden be- 
schidigt worden, weil der Schnitt an den Rindern diinn ist und ihre Dicke 
nur der einer Zelle anspricht. Es kamen auch andere, wahrscheinlich von 
der Jahreszeit (Herbst) bedingten Abweichungen der KT vor. Diese ab- 
weichenden KT-en wurden nicht beriicksichtigt. Mit jeder Lésung wurden 
etwa zehn Ermittlungen der KT gemacht und von ihnen sechs ausgewahlt. 
Da jede KT einen Mittelwert darstellit, so werden dadurch die Versuchs- 
fehler etwas ausgeglichen. 

In den Fallen, wo ein so auffallendes auferes Merkmal wie das Platzen 
der Plasmakugeln die KT kennzeichnet, ist es nicht schwer, sie genau zu 
ermitteln. Viel schwieriger ist es,.wenn dufere Merkmale bei der Hitze- 
koagulation fehlen und die KT-en nach den aufiretenden Veranderungen 
im Plasma zu ermitieln sind, insbesondere, wenn der Verlauf der Koagu-. 
lation zeitlich von etwas langerer Dauer ist. Um diesen Fall naher kennen- 
zulernen, wurden iiber hundert Vorversuche gemacht. 

Obwohl die beschriebene Untersuchungsmethode viele Nachteile besitzt, 
werden diese gewissermaffen dadurch kompensiert, da man den Verlauf 
der Hitzekoagulation des Plasmas wahrend der ganzen Zeit gut beobachten 
kann. 

Die Tabelle 1 zeigt uns, daf ein Zusatz von Saccharose bzw. Mannit 
oder Fruktose zum Kaliumrhodanid die KT um einige Grade erhéht, wobei 
eine geringere Konzentration der Saccharose die KT weniger erhéht 


5 Die intensiv rote Farbung bei diesen Blattern weist auf einen stirkeren 
Sduregehalt im Zellsaft hin. In sauren Lésungen ist die KT etwas niedriger als in 
neutralen (s. oben). 
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Tabelle 1. 





| do+* | do-+ KCNS do + Saccharose 
KCNS 0,2mol | Frukt.? | Sacch.* || 9.4m : wld 


Mette 3 | | Mannit 


pH 4,6 


| 
| 0,05 mol Kontr. | 0,0im | 0,04m | 0,4m 





pH 4,8 


des Plasmas in °C 





69,1 | 67,8 | 71,0 
68,3 | 6s 68,5 70,5 
68,6 | 6 P 66,9 | 71,3 
69,3 | 68,6 70,4 
68,5 ‘ 67,4 71,5 
68,7 67,4 | 71,0 








MW '® 68,7° ‘ e | G28 | > TOF 
Erhéhung | 


der KT 10° | 18° | — 3,1° 3,4 4,1° 








1 Kontr. = Kontrollversuch. * Frukt. = Fruktose. ® MW = Mittelwert. 

2 do= das Salz des Kontr. 4 Sacch. = Saccharose. 
Die Bezeichnung ,,mol statt ,norm‘‘ bei den Kontrollversuchen wurde einheitlich mit 
»mol* der organischen Stoffe beibehalten. 


(0,5 mol — um 1,8°) als eine héhere (0,4 mol um 4,1%). Die Erhéhung der 
KT ist im allgemeinen begrenzt, denn in Wasser ist die KT 75,0 (s. Tab. 2). 

Die Hitzekoagulation des Plasmas in Kaliumrhodanidlésungen geht 
nach dem ,,Kaliumnitrat-Typ“ vor sich. Ein Zusatz von Zucker bzw. Man- 
nit, auch in kleinen Mengen, andert das Verhalien des Protoplastes betracht- 
lich. Die Plasmolyse wird verlangsamt, die Plasmaoberflache ist an der 
Zellwand fest und kommt erst kurz vor der Koagulation los. Die Proto- 
plasten bilden selten Kugeln, haufiger langliche Sacke, die mit einer Seite 
an der Wand noch festsitzen. Die PK geht hier nach dem .,Mischtyp“ vor 
sich. Nach der Koagulation laBt das tote Plasma das Anthozyan nicht her- 
aus. Ein Teil der Zellen hat eine rote Farbung, oft sogar bis zur Unier- 
brechung des Versuchs (bei 85°). 

Das beschriebene Verhalten der Zellen ist dadurch zu erklaren, da der 
Zucker bzw. der héhere Alkohol die Plasmaoberflache verdichtet und das 
Kaliumrhodanid nur in kleinen Mengen in das Plasma eindringen kann. 
In reinen Salzlésungen sieht man im Mikroskop, wie die Plasmakugeln vor 
der Koagulation anschwellen und die Salzlésung in die Vakuole eindringt. 

Bekanntlich steigt die Permeabilitat mit der Erhéhung der Temperatur 
ziemlich stark, so z. B. nach den ilteren Versuchen von Delf (1916) fiir 
Wasser bei einer Temperaturerhéhung um je 10°C (von 5°—40°) 1,5 bis 
3mal. 

Im Gemisch KCNS + Zucker ist eine Zunahme des Protoplastes bei der 
Hitzekoagulation kaum bemerkbar. Auf eine Verdichtung der Plasma- 
oberfliiche durch Zucker weist noch der Umstand hin, daf der koagulierte 
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Plasmaschlauch das Anthozyan noch lange festhalt, In einigen Fallen sehen 
die meisten der toten Zellen auf den ersten Blick sogar bei 85° tiuschend 
gesund aus. 


Tabelle 2. 





| 
KCNS 0,6 mol do + Saccharose | KCNS 1,0mol! do + Maltose | 
Kontr. | 0,1 mol 0,4 mol | 
u | 


pH 5,0 | pH 5,4 


Kontr. 0,4 mol | Wasser 
| 


KT des Plasmas in °C 





7) 


66,5 | B42 66,0 
65,8 37, | 53, 67,2 
66,0 i | 34,5 66,3 
67,2 7 | 33,5 67,0 
66,7 38, | 33, 65,7 
67,3 37, l 33,5 66,7 


=) 


ra 


om 
OOD Or Ot He 
an ost os 


~-] 





MW. 65,7 | 66,6 57,7° 3,7° 66,5 
Erhéhung der KT || 0,9 2,8 
Die normale KT (in destill. oder Leitungswasser, Tab. 2) schwankt um 
75°. Damit ist diese Temperatur der Grenzwert, den die KT in Gemischen, 
die die Temperaturerhéhung bewirken, erreichen kann: denn alle Neutral- 
salze, die mehr oder weniger in das Plasma eindringen, setzen ausnahmslos, 
proportional ihrer Konzentration, die KT herab (vgl. Kaho 1921 a). 

Diejenigen Salze, die wahrend des kurzen Versuchs in unbedeutend 
kleinen Mengen oder iiberhaupt nicht eindringen, bewirken eine KT. die 
der im Wasser sehr nahe kommt, oder lassen die normale KT unbeeinfluBt. 

Bei den héheren Konzentrationen des K-Rhodanids (0,6 und 1,0 mol) 
bewirken die Saccharose und Maltose keine so bedeutende Erhéhung der KT 
(2.19 bzw. 2,89), wie diese bei KCNS 0.4m der Fall ist (4,19). Das ist da- 
durch zu erklaren, daB bei héheren Konzentrationen aus den Gemischen 
auch mehr Salz in die Zelle eindringt. Deswegen war eine verhaltnismafig 
kleine Erhéhung der KT durch die Disaccharide zu erwarien. 

Bei der Hitzekoagulation sind im Plasma die Eiweifkérper ausschlag- 
gebend. Das native Hiihnereiweiff koaguliert unter unseren Versuchsbedin- 
gungen bei 60°—61°. Nach Pauli und Handowsky (1908) koaguliert 
eine lange dialysierte Eiweiflésung (3.29%) bei 60,3°. Die viel héhere, nor- 
male KT des Plasmas (75°) weist darauf hin, daB im Plasma das Eiweif 
ionisiert ist. Die schwach alkalische Reaktion des Plasmas lat vermuten, 
daB hier Alkaliweif vorliegt. Die obengenannten Autoren (1910) haben als 
erste gefunden, da die Ionen eines Alkalieiweifes stark hydratisiert sind 
und sich aus diesem Grunde gegen koagulierende Faktoren stabiler als 
neutrales Eiweifi verhalten. Bei einem gewissen lIonisationsgrad kann eine 
AlkalieiweiBliésung sogar ohne zu gerinnen das Kochen aushalten. 

Man kann vielleicht die starke Resistenz der uiederen thermophilen 
Pflanzen gegen hohe Temperaturen durch das Vorhandensein von stark 
ionisiertem AlkalieiweiB im Plasma erkliren. Wie oben erwahnt wurde. 





Uber die Beeinflussung der Hitzekoagulation des Pflanzenplasmas 159 


liegt im alkalischen Medium die KT von Zebrina-Plasma héher als im neu- 
tralen (s. Tab. D). Dieses weist auf eine lonisationserhéhung des Pflanzen- 
eiweifes in alkalischer Lésung hin. 


Tabelle 3. 





NaCNS | do’ + do + do + do + do + 
0.4 mol Sacch. Xylose Erythrit Sorbit Mannose 
Kontr. 0,1 mol 


| 0,3 mol 
pH 5,0 | pH5,3 


pH 5,0 


KT des Plasmas in °C 





67,8 2,3 69,5 68,6 
68,2 : 68,8 70,0 
68,0 | 2,0 69,3 69,2 
68,2 | 69,0 70,0 
68,0 ; 69,4 69,4 
68,3 , 69,8 69,8 


= 


“I-13 +1 +1 +! 
2 to oP Oo 


bo or bo bo Or or 
aj ej} oe} 23 a oJ 


woe be Ww le 
bo 


SconN rN 
wo 


D> 





MW 68,1° | o | ° 69,5° 
Erhéhung der KT | 3,3° 53° 1,4° 


-l 
\ 
o-= 


Die Erhéhung der KT durch die Zucker und héhere Alkohole kénnen 
wir nicht mit einer Erhéhung der Hitzeresistenz des Plasmas identifizieren. 
Wie schon oben erwihnt, setzen alle Neutralsalze, wenn eine gewisse Per- 
meabilitat des Plasmas fiir sie besteht, die normale KT herab. Wird fiir ein 
Neutralsalz die Permeabilitaét herabgesetzt und das Salz am Eindringen 
verhindert, so ist die Folge davon eine Erhéhung der KT, die dann héch- 
stens die normale Grenze erreichen kann. In den Neutralsalz + Zucker- 
Gemischen wird die Plasmaoberflaiche dehydratisiert und damit die Perme- 
abilitaét fiir diese Salze sozusagen mechanisch vermindert. 

Eine Hitzeresistenz des Plasmas kommt aber in dem Fall zustande, 
wenn das ganze Plasma gegen Hitze widerstandsfahiger wird. Eine solche 
Resistenz erhalt das Plasma in schwach alkalischhem Medium. Durch die 
Zucker und polyvalenten Alkohole wird eine solche Resistenz nicht bewirkt. 

In NaCNS-Lésungen verlauft die PK nach dem ..Kaliumnitrat-Typ* 
(Tab. 3). Die zugesetzten Zucker und Alkohole verandern die Koagulation 
im Sinne eines ,,.Mischtyps*: 1. Xylose und Erythrit (vier OH-Gruppen) 
bewirken eine kleine Erhéhung der KT (1,2° bzw. 1,4°). 2. Beim Zusatz von 
Sorbit. Mannose und Saccharose (fiinf bzw. mehrere OH-Gruppen) erhéht 
sich die KT um mehr als das Doppelte (2,99; 4,0° bzw. 3,3°). 

Dementsprechend lat das Plasma bei Xylose und Erythrit gleichzeitig 
mit der Koagulation das Anthozyan aus den Zellen heraus und entfarbt 
sich gleich. Der Farbstoff wird nicht, wie beim Zusatz von Sorbit, Mannose 
und Saccharose vom koagulierten Plasma festgehalten. Man sieht in diesem 
Fall noch bei der Unterbrechung des Versuchs (85°) im Schniti rotgefarbte 
Protoplasten. 

Die Plasmolyse geht bei den beiden Gruppen langsam vor sich. Die 
Abrundung der Protoplasten beginnt bei der ersten Gruppe gleich nach 
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60°, bei der zweiten — bei 65°—67°. Dieses weist bei der letzten Gruppe 
auf eine stirkere Verdichtung der Plasmaflache hin. 


Tabelle 4. 





T l l 
NH,CNS || do + do +- do+ | do+ |Mit0,6mol Ca (CNS) | 
0,4mol |Arabinose, Erythrit | Dulcit | Laktose| gacch, as oni | 
0,3 mol | 1 Std. Kontr. | 0,3 mol 
pH 5,0 pH 5,4 vorbehlt.* | pH 4,8 


do + | do + 
Glukose | Laktose 


Kontr. | 0,3mol 
pH 5,4 


KT des Plasmas in °C 





63,8 | 66,2 68,5 | 68,7 67,0 | 69,4 
65,2 || 66,7 69,0 | 69,7 | 65,9 | 68,7 
64,0; 66,8 13 68,2 | 69,5 66,5 | 69,6 
65,3 || 67,2 69,0 | 688 | 66,0 | | 69,3 
64,8 | 66,5 68,7 | 70,2 66,7 | | | 68,8 
65,0 || 66,8 68,2 69,0 66,4 


MW 64,7 66,7 70° 68,6° 69,3° 66,4° 7 4° Ps Sneae? 
Erhéhung}| 
der KT | 2:0° 23° 3,9° 4,6° £7? - 1;5° 1,8° 











1 Die Schnitte sind eine Stunde in Saccharose (0,6 mol) gehalten und in reinem Am- 
moniumrhodanid (0,4m) koaguliert. 


Die Hitzegerinnung geht in NH,-Rhodanid in derselben Weise wie in 
den oben erérterten Rhodaniden nach dem ,,Kaliumnitrat-Typ* vor sich 
(Tab. 4). 

Was die zum Ammoniumrhodanid zugesetzten Zucker und Alkohole 
betrifft, so treten hier ebenso, wie in der Tab. 3, zwei Gruppen hervor: 
1. Arabinose und Erythrit, die eine kleinere Erhéhung der KT bewirken 
(2,09 bzw. 2,3°), 2. Dulcit und Laktose, wo die Erhéhung verhaltnismafig 
croRer ist (3,9° bzw. 4,6°). Bei diesen zwei Gruppen verlauft die PK in 
iihnlicher Weise, wie es bei den analogen Gruppen der Tab. 3 beschrieben 
worden ist. 

Eine Vorbehandlung der Schnitte mit Saccharose dufert sich in einer 
kleinen Erhéhung der KT (1.7%). 

In Calciumrhodanid (0,2 m) verlauft die PK nicht ganz so, wie es fiir die 
Rhodanide typisch ist. Es ist dann zwar nur ein Teil der Zellen waihrend 
der Koagulation plasmolysiert. Die Einwirkung des Calciumsalzes auf die 
Plasmaoberfliche offenbart sich darin, da das Plasma so stark an der Zell- 
wand haftet, da die osmotische Kraft der verwendeten hypertonischen 
Lésung® noch nicht ausreicht, um das Plasma aller Zellen wahrend der 
Koagulation von der Zellwand loszureifen. Eine Abrundung der Proto- 
plasien findet nicht statt. 


6 Der osmotische Wert der Zebrina-Zellen ist ungef. 0,2 mol, der des Ca-Salzes 
etwa 0.5 mol Saccharose, angenommen, daft der osmotische Koeffizient des Ca-Rho- 
danids = 2,4 ist (vgl. Fitting 1917). 
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Bei der Hitzegerinnung erstarrt das Plasma in der Zelle, ein Teil der 
Zellen behalt ihre Farbung bei. Das beschriebene Bild erscheint in etwas 
stirkerem Grade bei der Zufiigung von Glukose oder Laktose zum Calcium- 
rhodanid. 

In einigen Fallen kam bei wenigen Zellen als Ausnahme die Kugel- 
bildung und das Platzen der Protoplasten vor. 


Um die Wirkung der Neutralsalze bei der Hitzekoagulation besser ver- 
stehen zu kénnen, vergleichen wir noch kurz die bei den verschiedenen 
physikalisch-chemischen Prozessen auftretende lyotrope Anionenreihe mit 
den Versuchsergebnissen beim Protoplasma. 

1. Adsorption der Neutralsalze: CNS > J >NO,> Cl >Acetat > SO,,. 

2. Hydratation der lyophilen Kolloide und Protoplasmas: CNS > Cl 
wirken quellend, Acetat ~ SO, — entquellend. 

3. Giftigkeit beim Pflanzen- und Tierplasma (Kaho 1921, 1923; Spek 
1921). 

4, Forderung der KT bei der Hitzekoagulation (die obige Anionenreihe). 
Wie die Versuche zeigen, sind die hydratisierenden Salze (Rhodanide. 
Jodide u. a.) am giftigsten: sie téten das Protoplasma am schnellsten ab 
und setzen auch die KT am starksten herab. 

Es wurde aber schon oben erwahnt, daf gewisse Erhéhung der Hydrata- 
tion dem Plasma eine gréRere Resistenz gegen die koagulierenden Faktoren 
gibt. Eine schwach-alkalische Lésung wirkt beim Protoplasma und auch 
beim Eiweiff in diesem Sinne. 


Ferner erhéhen Rhodanide und Jodide als hydratisierenden Salze die 
Koagulationstemperatur des Eiweifes. 


Um diese Tatsache bei unseren Versuchsbedingungen zu ermitteln, habe 
ich einige orientierende Versuche mit Eiweif angestellt. 


20 cm* Hiihnereiweif, wurde mit der gleichen Menge dest. H,O verdiinnt und 
mit etwas NaCl versetzt, um das ausgefallene Globulin aufzulésen. Es wurden 
zu jedem Versuch 2,5 cm* Eiweiflésung genommen und zur Hitzekoagulation ge- 
bracht. Als Merkmal dazu diente das Verschwinden einer schwarzen Linie auf der 
Lampe, die durch das kleine Probeglas mit dem Eiweif8 beobachtet wurde. 

Die Mittelwerte aus je drei Versuchen sind wie folgt: 
die Koagulationstemperatur bei den Kontrollversuchen ........ . . ca. 65° 
die Koagulationstemperatur mit KCNS? ... 2.5. 3... 6. So Ce ee 
die Koagulationsiemperatur mit RJ... 0 6 ew ee eee ema 


Diese Versuche zeigen, da ein Zusatz von KCNS oder KJ zur Eiweif- 
lésung die Koagulationstemperatur bei der Hitzegerinnung etwas erhdht, 
was auf eine VergréBerung der Hitzeresistenz durch die Einwirkung der 
hydratisierender Salze hinweist. 


7Hédber (1908) hat folgende Anionenreihe bei der Hitzekoagulation des 
Eiweifes fiir die Alkalianionen aufgestellt: 

Acetat < Cl < Br < NO, < J < CNS, wobei die Gewinnung in Na-Acetat (0,5 n) 
bei 62,4°C — NaCNS 76,8° vor sich ging. 

Protoplasma, Bd. L/1 11 
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Wodurch ist es zu erkliren, daf die Versuche mit dem Plasma genau das 
Umgekehrie ergeben? Die hydratisierenden Salze (Rhodanid u. a.) téten 
das Plasma am schnellsten ab und setzen die KT des Plasma am meisten 
herab. 

Das Rhodanid und ahnliche Salze lésen beim Plasma fast gleichzeitig 
zwei Prozesse aus: eine stark erhéhte Hydratation, die das Plasma fliissiger 
macht, und infolgedessen zu einem stairkeren Eindringen dieser Salze be- 
fahigt. 

In starken, nichtphysiologischen Salzlésungen do- 
minieren diese zwei Prozesse weit itiber den anderen 
und decken sie gewisserma®en zu. 

Das anormale Eindringen des Salzes zerstért beinahe mechanisch die 
feinere Struktur des Plasmas (das Platzen der Protoplasten bei der Hitze- 
koagulation) und bringt es zur Koagulation. Die unnatiirliche Quel- 
jung und anormale Permeabilitat sind in starken Lé6- 
sungen die Hauptfaktoren. 

In normalen Verhaltnissen (Salze unter m/1000) ist das Hydratations- 
potential des Protoplasmas ein feiner physiologischer Faktor, der in engeren 
Grenzen schwankt, von den Ionen der AuRenlésung reguliert wird und die 
Salzaufnahme beeinflu&t. In diesem Fall kommt die Adsorption der Salze 
auch mehr zur Geltung, denn in schwachen Lésungen ist sie verhaltnismafig 
starker und nimmt mit abnehmender Hydratation zu. 

Leider gibt es keine Methoden, um diese feinen Zustandsanderungen der 
Plasmakolloide zu ermitteln. 

Die physiologische Permeabilitat (lonenaustausch, vgl. Lundegardh 
[1932]) des Pflanzenplasmas ist bei natiirlichen Bedingungen gering, so da 
das Plasma beinahe semipermeabel zu sein scheint. 

In stark hypertonischen bzw. stairkeren hypotonischen Lésungen von 
Rhodaniden, Iodiden und anderen Salzen wird der normale Hydratations- 
zustand der Plasmakolloide in grober Weise zerstért und aus dem nor- 
malen physiologischen Gleichgewicht zur extremen Grenze gebracht (iiber- 
mafige Quellung!). In starken Konzentrationen von Acetaten, Citraten und 
Sulfaten ist es jedoch umgekehrt (iibermafige Entquellung!). Im Zusammen- 
hang mit dem Gesagten sind bei verschiedenen Salzwirkungen mit sta r- 
ken Lésungen fast immer die lyotropen lIonenreihen 
ausschlaggebend. Feinere Faktoren kénnen bei diesen Versuchs- 
bedingungen nicht zur Geltung kommen. 

Die Anionenadsorption der Neutralsalze weist dieselbe lyotrope Reihe 
wie die Hydratationsreihe auf. Ungeachtet dessen wiirde es nicht richtig 
sein, die Anionenwirkung auf die Hitzekoagulation, allein durch die Ad- 
soption der Salze, zu erkliren. Bei starker Konzentration ist die Adsorp- 
tion der Salze verhaltnismaBig geringer und sie kann, bei der dominieren- 
den Bedeutung der Hydratation bzw. Dehydratation, beim Plasma nicht 
die Hauptrolle spielen. 

Die dominierende Bedeutung der Dehydratation geht schon daraus her- 
vor, daf Erdalkalisalze, ungeachtet dessen, da sie starker als Alkalisalze 
adsorbiert werden, wegen ihrer starkeren entquellenden Wirkung der zwei- 
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wertigen Kationen sehr langsam, im Vergleich zu den Alkalisalzen, in das 
Plasma eindringen (vgl. Fitting 1915). 

Was die Adsorption und Permeabilitat des Plasmas fiir Salze betrifft, 
so sei hier noch darauf hingewiesen, da die Adsorption eine Oberflachen- 
erscheinung ist und es infolgedessen nicht ganz verstandlich erscheint, 
warum die Salze auf Grund der Adsorption allein (was haufig behauptet 
wird) durch alle Schichten des Plasmas in die Vakuolen eindringen miissen. 

Es eriibrigt sich, auf die Zustandsinderungen und Strukturzerstérungen 
des feineren Baues des Protoplasmas einzugehen, denn die Versuche wurden 
mit starken Salzlésungen durchgefiihrt. 

Hier sei noch eine maRgebende Meinung angefiihrt. Hermann Fischer 
(1956) hat eine ausfiihrliche und klare Ubersicht iiber die physiologischen 
Tonenwirkungen gegeben. Zuletzt sagt er: .Es muf fast wundernehmen, 
wenn sich angesichts eines so komplexen Substrats bei den Lebenserschei- 
nungen einfache Beziehungen, wie die lyotropen Reihen, wiederfinden; 
gerade daraus erwachst aber die Berechtigung, lonenwirkungen auf einfache 
physikalisch-chemische Gréfen zuriickzufiihren.* 


In einer Reihe von Untersuchungen (Kaho 1956) haben wir gezeigt, 
daft die Zucker und héheren Alkohole eine Verfestigung der Oberflachen- 
schicht des Plasmas bewirken, wodurch das Eindringen der Salze er- 
schwert wird. 

Wir halten es fiir wahrscheinlich, daf diese Wirkung mit den OH- 
Gruppen der Zucker und Alkoholen in irgendeinem Zusammenhang steht, 


weil sie mit der Vergréferung der Zahl dieser Gruppen in den Verbindun- 
gen zunimmt. 

Zusammenfassend |aBt sich sagen, da die Verdichtung der Plasma- 
oberflache durch die Zucker und polyvalenten Alkohole auch bei der Hitze- 
koagulation des Plasmas auftritt und damit die Erhéhung der KT zu er- 
klaren ist. 

Aus der Tatsache, daB bei hoher Temperatur nur der Eiweifanteil des 
Plasmas gerinnen kann und daft die Zellen, die, auch ohne plasmolisiert 
zu werden, bei der Hitzekoagulation leicht das Anthozyan verlieren und 
sich gleich entfarben. kénnen wir den SchluB ziehen, daf® durch die Ein- 
wirkung von Zuckern und héheren Alkoholen, die verdichtete Oberflachen- 
schicht des koagulierten Plasmas, die das Anthozyan nicht durchlaft, aus 
Verbindungen bestehen mu, unter denen die Eiweifstoffe nicht ausschlag- 
gebend sind. Vermutlich werden auf der Plasmaoberflache Lipoide (Phos- 
phatide) verdichiet. 


Zusammenfassung 


1. Es wurde die Einwirkung von Mono-, Disacchariden und héheren 
Alkoholen auf die Hitzekoagulation des Pflanzenplasmas in Lésungen von 
Rhodaniden untersucht. 

2. Als Versuchsobjekt dienten die Flachenschnitite der Blattunterseite 
von Zebrina pendula. 


1D i 
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Von den Rhodaniden wurden Kalium-, Natrium-, Ammonium- und 
Calciumrhodanid, von den Zuckern und héheren Alkoholen — Xylose, 
Arabinose, Fruktose, Glukose, Mannose, Saccharose, Maltose und Lactose. 
Erythrit, Mannit und Sorbit verwendet. 

3. Als normale Koagulationstemperatur des Plasmas (KT) wurde die 
KT in Wasser angenommen. Im Vergleich zur normalen KT setzen alle 
untersuchten Rhodanide dieselbe proportional zu ihrer Konzentration 
herab. Das ist eine Folgerung, zu der wir schon in den friiheren Ver- 
suchen gekommen sind. 

4. Ein Zusatz von Zuckern oder Alkoholen zu den Rhodaniden erhéht 
die KT um einige Grade, wobei bei der Einwirkung von Hexosen und 
Alkoholen mit sechs OH-Gruppen die KT hoéher als bei der Einwirkung 
von Pentosen und Alkoholen mit vier OH-Gruppen liegt. 


5. Die Erhéhung der KT kommt dadurch zustande, daft unter der Ein- 
wirkung der zugesetzten organischen Stoffe die Permeabilitét des Plasmas 
fiir das Rhodanid herabgesetzt wird und infolgedessen kleinere Mengen des 
Salzes in das Plasma gelangen. Niedrigere Konzentrationen des Salzes be- 
wirken eine verhaltnismafig héhere KT. 


6. Die Zucker und Alkohole verdichten (dehydratisieren) gewissermafen 
die Kolloide (Lipoide) der Plasmaoberflache, deren Durdhlassigkeit fiir 
Neutralsalze dadurch herabgesetzt wird. 

Mein herzlicher Dank gebiihrt Professor Dr. W. Mevius, Direktor des 
Staatsinstituts fiir allgemeine Botanik in Hamburg, der mir in seinem In- 
stitut freundlicherweise einen Arbeitsplatz zur Verfiigung stellte. 
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Quellende Schleimzellen der Samenepidermis von 
Sinapis alba im polarisierten Licht* 


Von 
Kurt Freytag, Treysa 


Mit 3 Textabbildungen 


(Eingegangen am 9. Januar 1958) 


Die aiuRere Epidermiszellschicht der gelben Senfkérper (Sinapis alba L.) 
ist in Wasser sehr stark quellbar. Diese Quellung beruht auf der beson- 
deren Konstitution der Zellwinde. Die in der Aufsicht ziemlich regelmaBig 
sechseckig erscheinenden Zellen besitzen eine so stark verdickte Wand, dak 
das Lumen zu einem feinen Kanal wurde, der von der Zellbasis zur Zell- 
oberflache zieht. Die Wandverstarkung ist also ungleichmafig und betrifft 
nur die Seitenwande der Zellen. 

Der Bau der Zelle, soweit er mit Hilfe des Hellfeldmikroskops unter- 
sucht werden kann, ist bekannt, desgleichen die Tatsache der Quellung 
(vgl. Strasburger 1921, van Wisselingh 1925). Auf das Vorhanden- 
sein von Doppelbrechung und das Vorzeichen in der Aufsicht auf die 
Schleimzellen hat C z aja (1954) hingewiesen. Es ist das Ziel der vorliegen- 
den Untersuchung, Einzelheiten iiber das polarisationsoptische Verhalten 
der Zellen wahrend der Quellung mitzuteilen und damit in den feineren 
Bau und die Micelltextur der quellbaren Wand und des sich daraus bilden- 
den Schleimes einzudringen. Die Anwendung des Polarisationsmikroskops 
empfiehlt sich gerade fiir diesen Bereich, weil man damit die Quellung der 
gesamten Zelle ohne chemische oder physikalische Vorbehandlung beob- 
achten und deuten kann. Die gewonnenen Erkenntnisse sollen auch dazu 
beitragen, das durch neuere Arbeiten (Miihlethaler 1949, 1950, Fre y- 
Wyssling und Stecher 1954, Freytag 1956) gewonnene Bild vom 
Feinbau der Pflanzenschleime abzurunden. 


1. Die Quellung innerhalb der Zellumhiillung; die Lagerung 
der Kristallite 
Betrachtet man die in Alkohol liegenden Zellen in der Aufsicht, so lassen 
sich im Hellfeld keinerlei Strukturierungen innerhalb des optischen Schnittes 


* Herrn Prof. Dr. W. J. Schmidt zum 75. Geburtstag. 





K. Freytag: Queliende Schleimzellen der Samenepidermis 


durch die Zellwand erkennen. Im polarisierten Licht erscheint jedoch ein 
deutliches dunkles Kreuz, dessen Arme parallel zu den Schwingungsrich- 
tungen der Polarisatoren verlaufen. Wird der Alkohol durch Wasser ersetzt, 
so tritt das Zellumen besser hervor und seine nihere Umgebung, die soge- 
nannte Columella, hebt sich durch seine starkere Lichtbrechung gegeniiber 
den weiter aufen liegenden Anteilen der Wand ab. Das Polarisationskreuz 
andert bei dieser Behandlung der Zelle und beim Drehen des Objekttisches 


seine Lage nicht. 


>. 


NY 


























Abb. 1. a Zellaufsicht mit Indexellipsen und Polarisationskreuz. b Langsschnitt 

durch die Zelle. c, e Fortschreitende Quellung des Schleimes. d Die Verschiebung 

der Lamellen des Schleimpaketes erklart das polarisationsoptische Verhalten. 
Die Kreuze neben den Zeichnungen geben die Richtungen der Polarisatoren an. 


Schaliet man die Gipsplatte Rot I.Ordnung in den Strahlengang des 
Mikroskops, so kommen blaue Interferenzfarben in den negativen Quadran- 
ten, gelbe in den positiven Quadranten zum Vorschein. Es liegt also in 
dieser Richtung Sphiaritenstruktur vor, die gréferen Achsen der Index- 
ellipsen verlaufen tangential (Abb. 1a). Etwas héhere Doppelbrechung 
zeigt bei sonst gleichem Verhalten die nahere Umgebung des Zellumens. 

Andere Ergebnisse zeigen Querschnitte durch das Samenkorn,-die Langs- 
schnitte durch die Schleimzellen liefern: Liegt das Objekt diagonal im Ge- 
sichtsfeld, so ist einheitliches Vorzeichen der Doppelbrechung wahrzuneh- 
men. Die Richtung des gréeren Brechungsindex verliuft parallel mit der 
Bodenfliche der Zelle. Auch in dieser Blickrichtung wird die Columella 
durch héhere Doppelbrechung erkennbar. Im Hellfeld werden in diesem 
Stadium der Quellung parallele Schichten erkennbar, die im Polarisations- 
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mikroskop beim Drehen auf dem Objekttisch zwar gleichmafig ausléschen, 
aber verschieden hohe Doppelbrechung aufweisen (Abb. 1 b). In der Auf- 
sicht erscheinen haufig konzentrische Streifen. Die aufere Umhiillung der 
Zelle, die Primarwand, zeigt davon abweichendes Verhalten: In jeder 
Schnittrichtung besitzt sie positives Vorzeichen in bezug auf ihren Verlauf. 

Durch Zugabe von Wasser oder Alkohol kann man die weitere Quellung 
iérdern oder das Stadium fixieren. Eine Umkehr der Doppelbrechung, wie 
sie bei der entsprechenden Behandlung der Schleimzellen in Orchideen- 
wurzelknollen (Salep) beobachtet worden ist (Freytag 1956), erfolgt 
hierbei nicht. 

Gelegentlich krauseln sich die konzentrischen Streifen um das Zellumen 
ein wenig. Im Polarisationsmikroskop werden dann in der Aufsicht dunkle, 
radial gerichtete Streifen sichtbar, welche aber bei weiter fortschreitender 
Quellung alsbald wieder verschwinden. Ordnet man das Praparat auf dem 
Objekttisch so an, daf ein solcher Radialstreifen parallel zu der Schwin- 
gungsrichtung des Analysators liegt und beobachtet unter Zuhilfenahme der 
Gipsplatte, so zeigen die diesseits vom isotropen Streifen liegenden Felder 
steigende, die jenseits davon sich erstreckenden Bereiche fallende Farben. 
Verbindet man die dadurch sich ergebenden grofen Achsen der Index- 
ellipsen miteinander zu einer ununterbrochenen Linie, so erhalt man die- 
selben Krauselungen, die das Hellfeldbild erkennen laft. 

Zur Klarung der Frage, wie man sich die Anordnung der doppelbrechen- 
den Feinbausteine zu denken hat. muff man deren Eigendoppelbrechung 
kennen. Diese kann man nach Schmidt (1957) durch mechanische Be- 
anspruchung der Bauelemente ermitteln: Mit Hilfe einer Nadel lat sich 
der gequollene Schleimstoff, sobald er die Umbhiillung gesprengt hat, zu 
Faden ausziehen. Fadenbildung deutet auf stabchenférmige Feinbausteine 
hin. Solcherart erzeugte Faden sind in jedem Falle positiv doppelbrechend 
zu ihrer Lange. Driickt man hingegen die Schleimmassen zusammen, so wird 
das Vorzeichen negativ in bezug auf die Richtung der einwirkenden Kraft. 
In Faden sind die Elemente stets parallel zur Dehnungsrichtung angeordnet, 
bei Druck stellen sie sich senkrecht zur Richtung der Kraft. Da bei diesen 
Versuchen die grofke Achse der Indexellipse gleichzeitig der Richtung der 
stabchen- oder fadenférmigen Bausteine entspricht, ist positive Eigendoppel- 
brechung anzunehmen, zumal beim Eintrocknen der Faden und anschlie- 
Benden Imbibieren mit Fliissigkeiten héherer Brechzahl das Vorzeichen der 
Doppelbrechung unverandert bleibt. 

Nun ist auch der Schlu® auf die Anordnung der Bausteine (,,Kristallite*) 
innerhalb der Zellwand méglich: Die Membranbestandteile verlaufen tan- 
gential um das Zellumen herum (Abb. 2). Wahrend der Quellung umgeben 
sie sich mit einer immer starker werdenden Wasserhiille. Dabei weichen 
sie in den drei Richtungen des Raumes auseinander: Stark in axialer, 
wesentlich schwiicher in radialer und tangentialer Richtung. Da im Gewebe- 
verband der Quellung in radialer Richtung Widerstand entgegengesetzt 
wird, kommt es zu der beobachteten Krauselung. 

Die Umbhiillung der Zelle ist nicht quellbar und zeigt dem polarisations- 
optischen Verhalten zufolge abweichenden Bau: Das positive Vorzeichen 
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in allen Schnittrichtungen deutet darauf hin, da die Kristallite in der 
Ilache ohne erkennbare bevorzugte Richtung verlaufen. Nach den iiblichen 
Feinbauschemen wire sie demnach als Folie zu bezeichnen. 

Eine nahere Charakterisierung der Bauelemente wird durch verschiedene 
Farbeversuche erméglicht. Den Schleim kann man sehr gut mit 
Methylenblau und Rutheniumrot anfarben, worauf schon Strasburger 
(1921) hingewiesen hat. Diese beiden Farbstoffe deuten einen gewissen 
Pektingehalt an. Weitere Versuche stiitzen diese Vermutung: LaBt man eine 
Anzahl Samenkérner in wenig heifem Wasser quellen und fiigt zu der 
nunmehr ziemlich viskos gewordenen Fliissigkeit Alkohol, so scheidet sich 
eine Gallerte aus. Sie besteht nicht nur aus Pektin, sondern enthalt aut 
Grund ihrer Farbung mit Chlorzinkjod auch reichlich Zellulose. Aus diesen 
Massen gezogene Faden sind positiv doppelbrechend in bezug auf ihre 
Linge. Versetzt man den Schleim anstatt 
mit Alkohol mit einer starken Kalzium- 
chloridlésung, so fallt ein weiffer Nieder- 
schlag von Ca-Pektat. 

Auch mit Kongorot und Chlorzinkjod 
fiirben sich die Schleimzellen rot bzw. 
violett an. In beiden Fallen ist Dichrois- 
mus zu beobachten, der die oben darge- 
legten Lagerungsverhiltnisse der Kristal- 
lite in der Zellwand vollauf bestiitigt. 
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Die Doppelbrechung des Schleims 
mu auf die Zellulose zuriickzufiihren 
sein, da ihre Mikrofibrillen stets posi- 
tives Vorzeichen besitzen. Pektine zei- 
gen zwar in kiinstlich hergestellten Gelen negative Doppelbrechung (van 
lterson, zit. n. Frey-Wyssling 1935), in der Pflanze ist dieser Stoff 
aber infolge seiner kurzen Molekiilketten meist unorientiert eingelagert. 
so daf er im Polarisationsmikroskop isotrop erscheint (Fre y-Wyssling 
1953). Da in den Schleimzellen voéllig isotrope Schichten oder solche mit 
negativem Vorzeichen wenigstens bei den Anfangsstadien der Quellung 
nicht beobachtet werden konnten, mu#B das Pektin mit der Zellulose ver- 
gesellschaftet vorkommen. Letztere ist besonders reichlich in der Umgebung 
des Zellumens anzutreffen, woraus die starkere Doppelbrechung erklart 
werden kann. 


Abb. 2. Schema der Lagerung 
der Bausteine in der sekundaren 


Wand. 


2. Der Schleim nach Verlassen der Umhiillung 

Bei weiter fortschreitender Quellung zerreift die wasseraufnehmende 
Zellwand die auBere Umhiillung der Zelle und tritt als charakteristisch ge- 
formter Schleimballen aus. Dabei ist zu beobachten, daf die Umgebung des 
reduzierten Zellumens, die durch héheren Zellulosegehalt und starkere 
Doppelbrechung ausgezeichnet war, etwas weniger stark zu quellen vermag. 
Bei der Betrachtung eines Querschnittes durch die Samenepidermis wandert 
die obere Miindung des Zellumens langsamer als die iibrige Schleimmasse, 
biegt sich um und wird so auch in dieser Blickrichtung erkennbar (Abb. 1 ¢). 

Protoplasma, Bd. L/1 12 
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Die im Lumen sich vereinigenden Arme des Polarisationskreuzes verzerren 
sich, die fiir die Zellaufsicht charakteristischen Vorzeichen bleiben aber zu- 
naichst noch bestehen. 

Die Breite des Schleimballens entspricht auch nach langerer Quellungs- 
zeit noch etwa dem Durchmesser der Zelle. Die Quellung verlauft also dem- 
nach vor allem in Richtung des Zellumens, d.h. axial. Daf aber auch die 
Quellung in radialer Richtung zunimmt, besonders in spiteren Stadien, 
zeigt die Beobachtung, daf an der Basis der Schleimmassen, welche noch 
innerhalb des Gewebeverbandes liegen, manchmal axiale Streifen im Polari- 
sationsmikroskop auftreten. Sie entsprechen, ihrem Vorzeichen nach zu 
schliefen, den oben  beschriebenen 
Krauselungen der Micellstringe in der 
Zellaufsicht zu Beginn der Quellung. 

Die im ersten Abschnitt erwihnten 
Schichten der Sekundirwand - sind 
bei den Schleimmassen, welche noch 
nicht verbogen sind, im polarisierten 
Licht und nach Fiarbung mit Chlor- 
zinkrot oder Rutheniumrot noch gut 
sichtbar. Ihre Dicke hat wihrend 
der Quellung stark zugenommen. Die 
Doppelbrechung ist wohl _ infolge 
des Auseinanderweichens der Micell- 
strange in allgemeinen schwicher ge- 
worden, die vorher nur schwach dop- 
pelbrechenden Schichten erscheinen 
nun fast isotrop (Abb. 3). 

Da die eigenen Firbungsversuche 
in Ubereinstimmung mit friiheren 
Befunden (van Wisselingh 1932) ergaben, daf die Zellulose in allen 
Schichten vorhanden ist, jedoch zonenweise verschieden stark angereichert 
vorkommt, muff angenommen werden, daft die pektinreichen Lamellen bei 
der Quellung die Textur der auch darin vorhandenen Zellulose auflésen und 
damit die Doppelbrechung zum Verschwinden bringen. Die zellulosereichen 
Schichten hingegen besitzen einen gréBeren Zusammenhalt zwischen den 
Micellstrangen und geben so dem Schleimpaket seine Form, die sogar gegen 
maBige mechanische Einwirkungen von aufen her aufrechterhalten wird. 
Die Ursache des gréferen Zusammenhalts diirfte in der Verflechtung der 
Zelluloseketten zu suchen sein. Diese Verflechtung ist in tangentialer Rich- 
tung anscheinend am gréften, weniger gut dagegen in Richtung der Zell- 
achse. 


Abb. 3. Schleimballen im polarisier- 
ten Licht. Links optischer Liangs- 
schnitt, rechts Aufsicht. 


Bei nicht verschleimenden Zellwanden von anderen Objekten ist fest- 
gestellt worden. daB die Quellung in Richtung der Micell-Langsachsen ge- 
ringer ist als in der dazu senkrechten (Ziegenspeck 1948, Frey- 
Wvyssling 1953, 110). Parallel orientierte Kristallite riicken also relativ 
leicht auseinander. sind aber nur schwer in ihrer Langsrichtung voneinander 
zu entfernen. Bei unserem Objekt ist durch die eigenartige Tangentialtextur 
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ein stirkeres radiales Auseinanderweichen ohne Zerrung der Micellverflech- 
tung nicht méglich, wohl aber in Richtung der Zellachse. Daher bleibt die 
Querschnittsfliche des quellenden Schleimpaketes annihernd gleich, die 
Lange nimmi aber standig zu. 


In den schwach anisotropen Schichten mit hohem Pektingehalt ist der 
Zusammenhalt weniger grof. Das Schichtenpaket wiirde nach langerer 
Quellung auseinanderfallen, wenn es nicht durch die festere und zellulose- 
reiche Columella wie mit einem Faden geheftet zusammengehalten wiirde. 

Die Festigkeit der Schichten in tangentialer Richtung zeigt folgende 
Beobachtung recht eindringlich: Zellen, die beim Herstellen eines Flachen- 
schnittes durch die Samenepidermis so getroffen wurden, daB sie am Rande 
des Priaparates zu liegen kommen und dabei einen Teil ihrer auferen Um- 
hiillung verloren haben, lassen in radialer Richtung nur sehr schwache 
Volumvergréferung erkennen. Es ist also nicht der Gegendruck der Nach- 
barzellen oder die Wandspannung, sondern allein der Zusammenhalt der 
Schleimschichten selbst, der die Formbestandigkeit bedingt. 

Bei weiter andauernder Quellung legen sich die Schichten mehr und 
mehr um und wenden ihre Flache dem Beschauer zu (Abb. 1 d), bis schlieB- 
lich auch deren Verband durch die sich immer weiter steigernde Wasser- 
aufnahme zerstért wird und nach einigen Stunden nur noch lange Schleim- 
fiiden mit sehr schwachem positivem Vorzeichen zur Lange erkennbar sind 
(Abb. 1c). Lediglich die oberste Zone zeigt noch das Umbiegen der Kri- 
stallite, also die urspriingliche Lagerung in der Schicht. Die Columella dehnt 
sich ebenfalls weiter aus, behalt aber ihre verhaltnismafig starke Doppel- 
brechung und ihr negatives Vorzeichen in bezug auf die Lange noch viele 
Stunden bei. 


Zusammenfassung 


Die Zellwand der Epidermisschleimzellen von Sinapis sind mit Hilfe des 
Polarisationsmikroskops wahrend der Quellung beobachiet worden. Es 
ergab sich dabei folgendes: 

1. Die drei Anteile der Zellwand quellen verschieden stark. Wahrend die 
aiuBere Umhiillung in Wasser ihr Volumen nicht vermehrt, quillt die mach- 
tige Innenschicht (Sekundarwand) sehr stark, besonders in axialer Richtung. 
Die radiale Quellung erscheint demgegeniiber gering. Die verstarkte Aus- 
kleidung des Zellumens quillt ebenfalls, jedoch schwacher als die Mittel- 
schicht. 

2. Farbeversuche bestiatigen das Vorhandensein von Pektin und Zellulose. 
Lumenauskleidung und auBere Umbhiillung sind zellulosereicher als die 
Mittelschicht. die lamellaren Aufbau besitzt. Die Lamellen sind starker oder 
schwiicher mit Zellulose erfiillt und besitzen so verschieden hohe Festigkeit 
und Doppelbrechung. 

3. Die diuBere Umhiillung besitzt Folienbau, in der Mittelschicht ver- 
laufen die Fibrillen tangential um das Lumen herum, desgleichen in der 
Lumenauskleidung. Bei der Quellung werden die zellulosereicheren La- 
mellen von den pektinreichen auseinandergedringt, sie behalten aber in- 


12* 





172 K. Freytag: Quellende Schleimzellen der Samenepidermis 


folge ihrer Tangentialtextur ihre Form noch lange bei. Die mit Zellulose 
verstarkte Lumenauskleidung hindert das Schichtenpaket am Zerfall. 


Literatur 

Czaja, A. Th. 1954: Praktische Anwendung der Polarisationsmikroskopie in der 
Pflanzenanalyse. Ber. Oberhess. Ges. Natur- u. Heilkde, Naturwiss. Abt. NF. 27. 
147. 

Frey-Wyssling, A., 1935: Die Stoffausscheidung der héheren Pflanzen. Berlin. 

— 1953: Submicroscopic morphology of protoplasm. Amsterdam-Houston-London- 
New York. 

— und H. Stecher, 1954: Uber den Feinbau des Nostoc-Schleimes. Z. Zellforsch. 
39, Si5. 

Freytag. K., 1956: Optik und Feinbau der Schleimzellen in den Knollen ver- 
schiedener Ordhis-Arten. Protoplasma 47, 237. 

Miihlethaler. K., 1949: The structure of bacterial cellulose. Biochim. biophys. 
Acta 3, 527. 

— 1950: The structure of plant slimes. Exper. Cell Res. 1, 341. 

Schmidt, W. J.. 1957: Instrumente und Methoden zur mikroskopischen Unier- 
suchung optisch anisotroper Materialien mit Ausschlu® der Kristalle. In 
Freund: Hdb. d. Mikroskopie i. d. Technik. Bd. I, Teil 1, 148. 

Strasburger, E., 1921: Das botanische Praktikum. 6. Aufl. Jena. 

Wisselingh. C. van, 1925: Die Zellmembranen. In Linsbauer, Hdb. d. Pflanzen- 
anatomie, Bd. III, Teil 2. Berlin. 

Ziegenspeck, H., 1948: Die Bedeutung des Feinbaues der pflanzlichen Zell- 
wand fiir die phvysiclogische Anatomie. Mikroskopie 5, 72. 





Electropolar Dyes in Kidney 


By 
Rudolph Keller, New York 
With 2 Figures 


(Received January 10, 1958) 


It is generally accepted that the kidney is an important chemical la- 
horatory of the body. It is less generally known that the kidney demon- 
strates strong electric cell forces in all parts where it has been measured. 

Gicklhorn has measured the kidneys of crabs and salamanders with 
microelectrodes. The latter animal, having a separate medulla and cortex, 
shows, in similarity to all other animals, a relatively positive coriex 
and a more negative medulla. Microscopic controls with dyes with 
indicators for acidity and for redoxpotentials showed the walls of the 
medulla to be more alkaline and reducing, and the cortex in its granules, 
to be more oxidising and acidic. Keller investigated the minerals of the 
medulla and of the cortex |3] with the aid of F. P. Fischer, and found 
that the cortex was more intracellular and the medulla more extracellular, 
with the exception of the urine. The potentials of 10 millivolts, mostly 
nearer to 6 mv were not high but regular. About 1935, when all these ex- 
periments were completed, there could be no longer any doubt for those 
familiar with electromicroscopic work that the distal part of the renal 
tubules transported quantities of water and NaCl as whole molecules 
electroosmotically from the tubules into the blood capillaries together with 
a small part of 0,1 per cent of Na electrolytically, rendering the content of 
the tubules and ducts acid by deprivation of NaHCO,. This is not par- 
ticular for the distal part of the kidney alone. All distal ducts of any glands 
are histologically, chemically and morphologically identical. They perform 
the same work in sweat glands, in the bile ducts, in the salivary glands, 
in the fatty glands, and in the mammary glands. The glands are different 
and organ-specific in their proximal part only. 

May I draw the attention of the morphologist among the readers on one 
important point of our technique which we owe to the late Gicklhorn. 
A man very productive in new and reliable chemical and physiological 
methods but particulary in new microphysical methods. He was 
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what he called a hydrobiologist who had invented or improved morpho- 
logically and quantitatively physiological methods. The sense of this thing 
is the following: The histologist of the old school has to kill the animal, 
to fix it, to harden it by complicated poison mixtures and to cut it in very 
thin slices. All these operations last on to 48 hours, they produce typical 
disfigurations and stiffness, sometimes the electric potentials are reversed 
and the contrary of the living state is portrayed. At present some 95% of 
all pictures are portrays of dead cells. That could not be done otherwise. 
Gicklhorn, and at a lesser degree also the other collaborators were 
not very skilled in propaganda and our many new methods remained 
unpopular with exception of the method of microscopic dilution of the 
measurement of the velocity of diffusion which shortened the deter- 
mination of the velocity of diffusion from 4 weeks to a few minutes of the 
late Luis Nistler, which spread in the thirties rapidly over the earth 
ball without mentioning his name. Also Gicklhorn participated in this 
work. 

By Gicklhorn and Nistler you have before you on the table of 
the microscope not a dead and disfigured slice but a living transparent 
animal of which the fluorescence lenses cut out a certain slice of 2 micron 
diameter and illuminated it alone leaving the space before and behind the 
slice invisible in the darkness. A move at the micrometer screw makes 
another slice dark or brillantly illuminated. And this great progress 
of Gicklhorn and some of his predecessors and followers the 
great majority of the Americans and a great number of British and 
Europeans do ignore, either not knowing it or underestimating it. Besides 
the Americans have the highest tariff for color printing probably not by 
the avidity of the workers who were never asked for discounts for scientific 
pictures. The mental laziness or in some single exceptions possibly too 
high demands of the workers obstruct a businesss which might bring them 
income which escapes them now. Those fluorescence pictures would be a 
great scientific progress for the American reviews which are at present 
deprived in many cases of excellent and much wanted Kodachromes, an 
American invention. 

It is a remarkable particularity of the kidney, in conspicuous manner 
of the medulla and a part of the cortex at the mounting of the thin bow of 
Henle it is reducing and electronegative 5 or 8 mv against the cortex, in 
cases 15 mv while the granules in the cortex have a positive character, 
New English and German measurements with finer electrodes showed 
higher potentials against the walls of the proximal tubules. In general. 
the electrotopography of the kidney has little interest in this country and 
the editors of this country of special periodicals refuse to interest their 
readers with papers about the electrical currents, cataphoreses or molecular 
separations of the kidney. as they do in most of the special organs of the 
body. 

There is a big organ with one of the most important functions which 
has the second largest turnover of energy among all body organs. One asks 
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again: What happens in this organ which has no muscles but the tiny 
capillary muscle cells, no nerves visible to the naked eye? Bye and bye 
during 24 hours of the day this energy consumption burns out without 
remarkable explanation. Unna, one of the leading organic chemists of 
1916 asumed that it is the great work of reduction which eats up the big 
amount of calories. P. G. U nna was the original creator of the first quanti- 
tative observations of the reduction power of the kidney. The modern 


Fig. 1. Copy of a diphasic dye in fluorescence with S. S. Wanderman, New York. 

safranine 0.01% and uranin, 0.5%. In the kodachrome the liver is at the intact 

outside a bluish grey, in cross-section blue, parenchyma (+) yellow, green bile 

capillaries and yellow bile ducts; only the utter and a part of the gall-bladder 
visible, Magnification 220, intravenous nejection. 


electron microphotographs of the kidney and of the sweat glands have con- 
firmed the observation of Unna and made it much more accurate. Again 
the conspicuous electronegativity was demonstrated with black reabsorbing 
walls if the tubules in the distal granule-free extracellular therefore 


electronegative walls. 


Fluorescence light 


When I look through the kidney work of the present urologists, which 
interests me very much, but to which | cannot spare much time, my 
breathless attention belongs to the kidney in particular. It seems to this 
student that the kidney workers have finished a great work with the 
electron microscope in very few years. Most of the readers have little 
interest in the electric findings of the electron microscope. Likewise another 
very fine new invention, the flame photometer, gives to the observer, if they 
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may want it or not, a quantitative estimate of the sum of all positive 
potentials of the slice particularly in their proximal parts. 

The foregoing may sound a little fantastic to the urologist who has 
never heard that the kidney is also one of the electric organs similar in 
ihis respect to all other organs. But a few years from now it might be a 
mere triviality to allure to the electroosmotically forces and to the trace of 
the electrolysis in the kidney. The new development of the physiology of 
the sweat glands in an example of how rapidly changes take place in con- 
ception and in methods. It was in 1950 that Sulzberger, Herrmann 
et al. |7] published their paper concerning the electrostructure of the 
ducts of the sweat glands, and already we have a broad literature about 
microelectric forces in the sweat ducts which leaves no doubt about the 
fundamental fact that every part of a sweat duct cell makes its contribution 
to the electromechanism of the sweat duct .as do all other organs. Methods 
and earlier results are stated in earlier works [2, 4]. 


Experiments 


The first authors who have worked electrocytologically with the kidney 
were Ellinger and Hirt (1933). They used fluorescent dyes, the tech- 
nique of which they had learned from my lectures and demonstrations and 
from those of my collaborators at the University of Basel in 1928. But they 
immersed with Ringer solution instead of water immersion. Thus, they 
obtained very instructive details. 


Quite independently. J. Rappoport discovered in 1950 |6| that the 


lvotropic series cf Hofmeister and Spiro dominate the selective 
work of the kidney. 

Trying to resume the chief results of our year-long observations of the 
kidneys of low transparent animals and those of mice and chicken, we may 
say in correcting our former statements that the cortex of most kidneys 
is overwhelmingly positive, although a certain reabsorption of water and 
NaCl is registered by all observers. 

Since then, a number of. more than 120 experiments have been perfor- 
med with S. S. Wandermann in New York with diphasic dyes of the type of 
thioflavin S. vasoflavin. a purified thioflavine of Moses and Schlegel, with 
thiazol yellow. with acridine orange, with primulin and with the combined 
daylight and uranin injections of 0.5% uranin and the diluted solutions of 
0.01% and less of safranine on kidneys. This showed the medulla and the 
collecting tubules strongly electronegative and the cortex much less nega- 
tive. In fluorescence uranine is an indicator with yellow for acid. It 
shows the distal medulla more yellow and acidic in the urine. 

Uranin, according to Keller is also an indicator for Na as a non- 
radioactive Na-salt. Keller and Fischer analysed with the old gra- 
vimetric method 1932 the kidney. It was the medulla again negative 
(Biochem. Z. 1933). 

The kidneys of the test mice were first investigated without injections 
as controls for natural fluorescence. We always found them a little 
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fluorescent in a faint bluish white which could not be confounded with the 
strong blue of quinine sulphate or aesculin. For animals with a stronger 
natural fluorescence, caused by fluorescent food, we had to rely upon more 
yellowish and red fluorescent dyes. 

In low animals, the contrast between the first proximal tubules and the 
very negative distal part of the tubules is not so far developed. In the 
paper of Sulzburger et al. one can see a microphoto of the nephron 
of Daphnia. In general, also the distal tubules of the Daphnia have a little 
negative tinge. But the difference is not comparable to that found in mam- 


Fig. 2. Cross-section cf the kidney in thioflavine S, (blue for positive, yellow-green 

for negative accummulations) yellow-green and yellow appear whitish in black- 

white and distinctly more whitish (acidic) in the collecting tubules. The safranine 

granules of the positive granule structures of the cortex do not come out in this 

print, and are only faintly visible in electronmicregraphs. A_ little better 

recognisable are the Henle loops with their transition shade to the brightly 
negative medulla. 


mals or birds. Our investigation of the kidney of chicks, of numerous chick 
embryos, and of other animals showed a conspicuously more negative 
medulla. 


These experiments of the laboratory of Sulzberger, confirmed by 
other American laboratories, should make an end to the idea that a kidney 
biochemistry is thinkable with boycotting static and electrolytic and electro- 
phoretic electricities: all three exist. 

The most unpopular theory of electrocytology, the electrostatically inter- 
preted contrast pictures since 1949 are rediscovered by Ch. Ph. Leblond 
and much improved. Leblond and Californian laboratories have confirmed 
Gicklhorn. The new methods may in future be measured with a 
photometer and controlled in millivolts quantitatively. 
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The negativity of the tubules continues into the ducts which are quite 
yellow from the acid of the urine which may be observed in such low 
animals as Daphnia and Cyclops and is strongly developed in all mammals 
which we had the opportunity to investigate. In general, electropolar 
fluorescent contrasts appear clearer in sections which are not too thin. 

In the paper of Sulzberger et al. [7] one finds a color photo of a 
hand with its ducts in thioflavin S. In this kodachrome, the exit of the 
sweat ducts appears quite yellow on the violet and blue background of the 
positively violet thioflavin. The ureter is stained always in the bright tint 
of the diphasic dyes: we have photos of the urine bladder of several mice, 
all of them being very bright and, therefore, negatively charged. E11] in- 
gerand Hirt describe the phenomenon with these words: “The gall blad- 
der and the urine bladder fluoresce brightly like bulbs in the dark ab- 
domen.” 

We have further performed a number of experiments with indicators 
for acidity and for reduction oxidation. They showed the cortex more acid 
and more oxidising and the medulla more alkaline (the urine excepted, 
which becomes more acid in distal tubes) and more reduced. 

If one injects a mouse with the blue aesculin and, after 20 minutes, 
with the yellow-green uranine of the same positive charge but of contrast- 
ing color, one obtains, if one is lucky enough to choose the right moment. 
a multi-color picture of the whitish blue of a greenish transitory color and 
finally of yellow-green. This picture is not perfectly an electric picture 
of the positive current, but is probably influenced by the arterial pressure. 


However. the negativity of the medulla appears quite convincingly. 


Discussion 


The strong electric charges of kidney cells have also some practical im- 
portance. There are a great number of publications about artificial kidneys 
which try to wash out urea and creatinine by osmosis with rather poor 
success. They are looking on the problem with the idea that the kidney 
is an osmotic organ. This is a great mistake. Most organs in action are not 
yielding energy but consuming energy, they are differentiating. In living 
cells, the osmosis does not play the role which some theorists ascribe to it 
without controlling such theories by experiment. In naturally-fed animais 
there is no or very little Na-salt in urine. Where sodium salts are excreted. 
it happens nearly always, against an osmotic gradient. An artificial kidney 
without a weak current of high voltage, aiding to act rather selectively on 
urea and creatinine which, with a certain velocity. cannot take as much of 
the waste products as is necessary for the replacement of the kidney 
function. Probably other compounds would also be removed from the blood 
by high voltage low amperage cataphoresis. These have to be replaced by 
injection or feeding. 

Also, in the kidney, the fluorescein method for Na excess could be con- 
firmed by analysis. In the cortex were found in mg. per cent: Cl 149, 179, 
185: in medulla: 284, 402, 398; in cortex: Na was 171, 205. 217: in medulla: 
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270, 347, 359; K in cortex: 411, 422, 410; in medulla: 304, 337, 325 (Ke I- 
ler [3]). At that time uranine (sodium fluoresceinate) was not yet used 
as a tracer for Na. 

R. Keller investigated together with J. Gicklhorn the excretory 
organs of a number of animals down to protozoa with their excretory 
vacuoles. The excretory duct, where it existed, was always very much 
more negative than its surroundings. 

The kidneys of higher animals and the nephrons of Daphnia were 
investigated with electropolar one-phasic dyes and with diphasic dyes, 
with reagents on acidity and oxidation. There were further measurements 
made with microelectrodes and electrometer. All these experiments gave 
the same result: prevailing positivity in the proximal and negativity in the 
distal tubules. 

The minerals of cortex and medulla were analysed by Keller [3] in 
association with the late F. P. Fischer. The analysis showed the intra- 
cellular minerals in the cortex, the extracellular ones more in the medulla. 

The same result was shown by microelectric measurements which de- 
monstrated a potential of maximal 15 millivolts between distal and proxi- 
mal tubules. 

There are some other reasons why it is not particularly efficient to 
study the kidney with purely chemical methods and under exclusion of 
the electric fields which play such a dominating role in other organs. 


Summary 


The kidneys of low and higher animals were investigated with micro- 
electric methods and chiefly with vital staining. These methods and others 
as well demonstrate conclusively that the kidneys are also electrical organs 
with a complicated electrocytology. 

Among a plurality of chemical and electrical forces there is a strong 
electric field of preponderantly positive nature in the cortex and a more 
negative one in the medulla, the ureter and in the wall of the urine 
bladder. 


The bulk of the blood filtrate, some 99%, is electroosmotically shifted 
through the wall to the circulations of blood and lymph and a very smali 
part, less than 0.1%, as ions electrolytically through the wall to the blood 
capillaries. 


Mitrochondria play a great role in the organs as formerly, assumed, as 
Kisch and other authors demonstrated by electron micrographs. This is 
demonstrated for they kidney by Fig. 28-14, p. 462 of Maximov-Bloom, 
Textbook of Histologie, Philadelphia 1957, 7th edition, the mitochondria are 
the blackest structures among all tissus tubules only grey: U. P. Pease. 
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Bohumil Némec 
(Zum 85. Geburtstag) 
Am 12. Marz 1958 beging Professor Dr. Bohumil N émec, Senior der 


tschechoslowakischen Botaniker, seinen 85. Geburtstag. Die Zellenlehre, be- 
sonders die experimentelle Zytologie, die Pflanzenanatomie und -physio- 


logie, die experimentelle Morphologie, die Phytopathologie, die Mikrobio- 
logie und allgemeine Biologie verdanken N é mec wesentliche Fortschritte. 
Némec war einer der ersten, der sich mit den Fragen der Einwirkung 
verschiedener physikalisch-chemischer und rein chemischer Fakioren auf die 
pflanzliche Zelle beschaftigte und daher als einer der Begriinder der Ex- 
perimentalzytologie angesehen werden darf. Im Laufe seiner fast 635jahrigen 
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wissenschaftlichen Tatigkeit hat er mehr als 250 Arbeiten neben vielen 
popularen Aufsatzen, Referaten, Rezensionen u. a. verdffentlicht. Sein Ein- 
flu8 auf die botanischen Disziplinen, besonders auf Zytologie und Physio- 
logie, ist ungewdhnlich bedeutend. 

Bohumil N émec ist am 12. Marz 1873 in Prasek bei Novy Bydzov in 
Bohmen geboren. Die Reifepriifung hat er in Novy BydzZov abgelegt. Er 
siudierte Naturwissenschaften an der Prager tschechischen Karls-Universitat 
(philosophische Fakultaét), wo er als Assistent des beriihmten Botanikers 
Celakovsky zum Doctor phil. promoviert wurde (1896). Schon als 
Student zeigte er grofes Interesse fiir die Botanik. Als Schiiler des bekann- 
ten tschechischen Zoologen Fr. Vejdovsky,. bei dem er die mikrotechni- 
schen Methoden studierte, hat Némec einige Arbeiten iiber Diplopoden 
und Isopoden veréffentlicht (1895/96). Er arbeitete auch in Jena (1898). Im 
Jahre 1899 habilitierte er sich fiir Pflanzenanatomie und Pflanzenphysio- 
logie und wurde zum Vorstand des neuerrichteten Instituts fiir Pflanzen- 
physiologie und -anatomie der Universitat ernannt. Im Jahre 1903 wurde 
Némec auferordentlicher, 1907 ordentlicher Professor. 1919/20 war er 
Dekan, 1921/22 Rektor der Karls-Universitat. Im Jahre 1939 verlie 
Némec die Universitat, um seine wissenschaftliche Publikationstiatigkeit 
noch zu intensivieren. Némec ist Mitglied der Tschechoslowakiscben Aka- 
demie der Wissenschaften. 

Schon in den ersten Arbeiten zeigte sich Némece als guter Experimen- 
tator; seine Habilitationsschrift: ,.Beitrage zur Physiologie und Morphologie 
der Pflanzenzelle* (1899) muff vom Gesichtspunkt der modernen Experi- 
mentalzytologie hoch eingeschatzt werden. 

Némec ist der Begriinder der tschechischen wissenschaftlichen Schule 
der Pflanzenanatomie und -physiologie. Die charakteristischen Ziige seiner 
wissenschaftlichen Tatigkeit sind, auBer der auRerordentlichen Produktivitat, 
die Vielseitigkeit der Interessen, das kritische Denken, die Einfachheit und 
die Originalitat der Methoden, dabei eine ungewoéhnliche persénliche Be- 
scheidenheit. Seine natiirliche Begabung erméglichte es ihm, sich auch in den 
schwierigsten Problemen leicht zu orientieren. Sein Name wurde bekannt 
durch die Arbeiten, die sich auf die Reizperzeption und -leitung in Pflan- 
zenorganen, speziell die Perzeption der Schwerkraft, beziehen (Statolithen- 
theorie). Dieser Theorie nach ist die Orientierung der Pflanzenorgane von 
der Umlagerung der Starkekérner abhiangig, die auf das Zytoplasma einen 
Druck ausiiben (1900). Prof. N émec arbeitete auf dem Gebiete der Pflan- 
zenanatomie, Phytopathologie, Parasitenkunde und Symbiose (Gallenzyto- 
logie und -anatomie, Chytridiaceae, Mykorrhiza, Knéllchenbakterien, Bak- 
terien in den Blattern von Ardisia, in den Fruchtkérpern der Askomyzeten) 
und hat eine Reihe von neuenideckten niederen Pilzen beschrieben. Er stu- 
dierte die Immunitat bei Pflanzen, bakteriellen Tumoren, die Verbreitung 
der Bakterien in Pflanzenzellen, ihre organogene Aktivitat usw. Als erster 
hat Némec (gemeinsam mit dem tschechischen Gelehrten Kruis) die 
UV-Strahlen fiir vitale Aufnahmen von Bakterien und Hefen angewendet. 
Ihm verdanken wir die prinzipiell wichtige Einteilung aller Lebewesen in 
zwei Gruppen: Karyonta und Akaryonta (Kernlose), zu welch letzteren er 
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Bakterien und Blaualgen zihlte. Ferner hat er eine Reihe von Fragen der 
experimentellen Morphologie der niederen und héheren Pflanzen, z. B. iiber 
Dorsiventralitaét und kiinstliche Polaritatsverschiebung bei Pflanzenorganen 
ausgearbeitet. Seine klassischen Untersuchungen iiber Regeneration bei 
Pflanzen erschienen 1905 als Buch ,,Studien iiber die Regeneration“. 
Eines der interessantesten Gebiete, auf dem sich Prof. N émec beson- 
ders ausgezeichnet hat, ist die Experimentalzytologie. Ihm verdanken wir 
es, daf{ das Studium der duferen Einfliisse auf die Pflanzenzelle einen 
groRen Aufschwung genommen hat. Er hat die Einwirkung von Narcoticis 
(Chloroform, Chloralhydrat, Benzol, Nikotin usw.), CO,, von mechanischem 
Druck, der Zentrifugierung, von niederen Temperaturen usw. auf die Zelle 
und auf Kernstrukturen untersucht und wichtige Schliisse auf die physika- 
lisch-chemischen Eigenschaften dieser Strukturen und ihre Veranderungen 
wihrend der Ruhe und im Laufe der mitotischen Teilung gezogen. Als 
erster hat er gezeigt, da das Zytoplasma der Pflanzenzellen in den ver- 
schiedenen Teilungsphasen seine Konsistenz periodisch andern kann und 
da die Kernspindel eine reelle, rigide Zellstruktur darstellt. Seine klas- 
sischen Arbeiten iiber vegetative Kernverschmelzung waren epochemachend 
und brachten ihm weltweite Anerkennung. Er hat bewiesen, daf es méglich 
ist, solche Kernverschmelzungen in den somatischen Pflanzenzellen kiinstlich 
zu erzielen und so polyploide Zellen und Gewebe zu schaffen. Diese Tat- 
sache hat eine grofe prinzipielle Bedeutung fiir Zytologie und Genetik und 
wurde weitgehend auch praktisch ausgenutzt. Die Ergebnisse seiner Unier- 
suchungen in dieser Hinsicht hat N €mec in dem Buche: .,.Das Problem der 
Befruchtungsvorgainge~ (1910) zusammengesiellt. Er studierte auch die 
Mikrochemie der Zelle und hat dabei wichtige Beobachtungen gemacht, z. B. 
iiber die Léslichkeit der Chromosomen. N émec hat den Aggregatzustand, 
das spezifische Gewicht, die Struktur des Zellkernes, seine Degeneration, 
den Teilungsmechanismus, die Amitose, vegetative Chromosomenreduktion, 
Befruchtungserscheinungen (Gagea) und vieles anderes untersucht. Er zeigte 
unter anderem, daf im Laufe der Befruchtung Zytoplasmateile und Chloro- 
plasten mit dem generativen Kern in die Oosphere eindringen kénnen — 
eine Beobachtung, die auch fiir die Genetik wichtig ist. Er hat auch kiinst- 
liche Vakuolenbildung untersucht. Endlich hat er einige neue Fixierungs- 
und Farbungsmetheden ausgearbeitet oder verbessert (z. B. die Inversions- 
farbung mit Gentianaviolett). Es ist nicht méglich, alles, was N émec fiir 
Zytologie, Anatomie, Physiologie, Mikrobiologie, Phytopathologie, experi- 
mentelle Morphologie der Pflanzen, Genetik, allgemeine Biologie geleistet 
hat, hier aufzuzaihlen. Au®er der rein wissenschaftlichen Tatigkeit des 
Jubilars darf man auch seine padagogische Tatigkeit als Universitatspro- 
fessor, seine Vortrage. Referate in der Akademie der Wissenschaften, an 


den internationalen Kongressen erwahnen. Sein Popularisierungstalent ist 
wohlbekannt, er hat viele Biicher iiber das Gebiet der Biologie veréffent- 
licht (Pflanzenleben 1942, Pflanzenseele 1937). Auch eine Reihe von Lehr- 
biichern hat Prof. N é mec geschrieben: Anatomie der Pflanzen 1907, Pflan- 
zenphysiologie 1921, Einfiihrung in die allgemeine Biologie und Anatomie 
der Pflanzen 1921, Zellenlehre, Anatomie der Pflanzen 1930, in 2 Banden, 
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Allgemeine Biologie 1926, Pflanzenanatomie und -physiologie fiir Pharma- 
zeuten 1949, Physiologie des Wachstums und der Bewegung 1943/44 
(2 Bande), Geschichte des Obstbaus 1955, Allgemeine Botanik 1948, 1949 
und 1956 u. a. 

Er redigierte die Zeitschriften ,Ziva*, ,.Vesmir“ und ,Studies from Plant 
Physiological Laboratory of Charles University~. 

Das Wirken des ehrwiirdigen Jubilars iiberschreitet die Grenzen der 
Tschechoslowakischen Republik, da er sich mit sehr vielen Wissenschaftlern 
anderer Linder in lebhaftem Kontakt befindet. Sein Verdienst um die 
Wissenschaft wurde nicht nur in seiner Heimat, sondern auch in der ganzen 
wissenschaftlichen Welt hoch gewertet. N émec wurde zum Mitglied vieler 
Akademien und Gesellschaften ernannt, z. B. der Linnean Society in Lon- 
don, der Landwirtschaftlichen Akademie in Stockholm; er ist Ehrendoktor 
der Universitat von Padua, Officier de Académie a Paris usw. 

Wir wiinschen dem Jubilar, der seinen 85. Geburtstag in voller kérper- 
licher und geistiger Frische beging, Gesundheit und Arbeitskraft fiir viele 
kommende Jahre. P. Milovidov (Prag). 
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Bartels, P., und H. O. Schwantes: Mikrospektrographische Messungen 
zur Aufnahme und Speicherung von Neutralrot durch lebende Zellen 
von Allium cepa. Planta 50, 1—24 (1957). 


Die von ahnlichen Experimentalarbeiten her bereits bekannten Autoren 
haben diesmal das Neutralrot ausgewahlt, um die Aufnahme und Speiche- 
rung eines weiteren basischen Farbstoffes in Allium-Oberepidermiszellen zu 
untersuchen. Die Konzentrationsmessung ist bei Neutralrot dadurch er- 
schwert, daB es im Neutralbereich zwei verschiedene Formen des einfach 
geladenen Farbkations gibt, die etwas verschiedene Absorptionsspektren 
besitzen. Da diese Komplikation beriicksichtigt wurde, ist an der Zuver- 
lissigkeit der Mef’werte nicht zu zweifeln. Die Autoren finden, daf die 
beobachteten Erscheinungen im grofen und ganzen mit der Vorstellung von 
einer osmotischen Aufnahme und einer lonenfallenspeicherung im Einklang 
steht. Bei genauer quantitativer Betrachtung zeigen die gemessenen Werte 
aber gegeniiber der Theorie bestimmte Abweichungen, die die Autoren als 
Beteiligung meta- und nichtosmotischer Aufnahmevorginge deuten. Diese 
Auffassung wird durch etwas komplizierte Rechenoperationen unterbaut 
und an Hand zahlreicher aus der Literatur entnommener Hypothesen durch- 
diskutiert. Und obwohl die Diskussion niichtern und sachlich durchgefiihrt 
wird, muff hier ein kleines Wort der Kritik ansetzen, das nicht so sehr der 
referierten Arbeit im besonderen, sondern vielmehr der Situation auf 
diesem Gebiet der Zellphysiologie im allgemeinen gilt: Die Hypothesen- 
bildung hat das zulassige Maf bei weitem iiberschritten! Die Hypothesen- 
bildung darf dem Stand der Experimentalforschung immer nur um einen 
Schritt vorauseilen. Die Hypothese, an sich ein Produkt der menschlichen 
Phanitasie, hat die wichtige Funktion, Ansatzpunkt fiir die weitere Experi- 
mentalforschung zu sein. Ist eine Hypothese einmal aufgestellt, so ist damit 
auch schon die Aufgabe gegeben, ein Verifikationsverfahren zu ersinnen, 
um sie als wahr oder als falsch zu erweisen. Wird lange Zeit hindurch nichts 
fiir die Verifikation einer Hypothese getan und wird sie doch immer wieder 
ausgesprochen, dann ergibt sich die Gefahr, daf sie durch Gewéhnung den 
Schein der Wahrheit erhalt. Durch den Anschein eines Wissens wird aber 
die weitere Forschung nicht geférdert, sondern gehindert. In dieses gefahr- 
liche Stadium scheinen mehrere neuere zellphysiologische Hypothesen be- 
reits getreten zu sein, z. B. Bogens Vorstellung von der metaosmotischen 
Stoffaufnahme durch labile, unter Energieaufwand aufrechterhaltene Kol- 
loide, Goldacres Hypcthese iiber einen Substanztransport durch Fal- 
tung und Entfaltung von Proteinketten u. dgl. In allen diesen Fallen ist 
von den Urhebern der betreffenden Vorstellungen nichts zu der (zuge- 
gebenermaffen schwierigen) experimentellen Verifikation der entscheiden- 
den Punkie getan worden. Noch niemand hat atmungsabhiangige Kolloide, 
noch niemand zum Stofftransport befahigte Proteine eindeutig nachge- 
wiesen. Trotzdem werden diese Vorstellungen von ihren Urhebern und 
vielen anderen Autoren in zunehmendem Mafe beniitzt. Dadurch erhalten 
= ih Charakter einer Modeerscheinung und verlieren an Uberzeugungs- 

raft. 

Es soll damit, um auf die referierte Arbeit zuriickzukommen, die Be- 
teiligung aktiver Aufnahmevorgange nicht grundsatzlich geleugnet werden. 
Neutralrot ist freilich ein sehr ungiinstiger Stoff fiir ihren Nachweis. Es 
handelt sich ja hier darum, neben einem massiven osmotischen Stofftrans- 

Protoplasma, Bd. L/1 13 
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port eine eventuell vorhandene schwache aktive Komponente zu erfassen. 
Drawert und Endlich (Protoplasma 46, 170, 1956) haben (allerdings 
mit weniger subtiler Methodik) keine Behinderung der Aufnahme basischer 
Farbstoffe durch Atmungsgifte nachweisen kénnen. Bei sauren Farbstoffen 
ergab sich ein deutlicher Effekt. So darf das Problem wohl noch nicht als 
endgiiltig gelést gelten. Die Konzentrationsmessungen selbst, die die 
Autoren vorlegen, haben natiirlich bleibenden Wert, um so mehr als in 
nichster Zeit wohl kaum jemand sich dieser aufergewohnlich miihevollen 
experimentellen Arbeit unterziehen diirfte. Sie sind daher als solider Bei- 
irag zum weiteren Ausbau der Theorie der Vitalfarbung warm zu begriifen. 


H. Kinzel (Wien). 


Handbuch der Pflianzenphysiologie. Herausgegeben von W. Ruhland. 
Band VI: Aufbau, Speicherung, Mobilisierung und Umbildung der 
Kohlehydrate. Redigiert von A. Arnold. Mit 157 Abb., XXII, 1444 S. 
Berlin-Géttingen-Heidelberg: Springer-Verlag. 1958. Ganzl. DM 268.—. 


Arnold weist in der Einleitung zu diesem Riesenband darauf hin, 
da die Kohlehydrate die in der Pflanzenwelt in gréftem Umfang produ- 
zierten organischen Verbindungen sind und daft wir mit Recht die Pflanzen 
als die eigentlichen Kohlehydratproduzenten in der Organismenwelt an- 
zusehen haben. Es ist daher wohl begreiflich, daf dieser Band des grofen 
Handbuches einen ungewohnlich starken Umfang angenommen hat. Ein 
Handbuch, das man immer wieder und wieder in die Hand nehmen will 
und muf, sollte doch wohl .handlich“ sein, ein Band, dessen Gewicht iiber 
zweieinhalb Kilo betragt, ist dies wirklich nicht: so wiirden es manche Leser 
wohl lieber sehen, wenn dieser Abschnitt des Handbuches in zwei Teilen 
herausgekommen wire. Doch dies ist ein Wunsch, der sich nur auf die Hiille 
bezieht, der Inhali, den dieser .,.Ein-Band* umfaft, ist imposant. Zahlen 
allein schon kénnen eine Vorstellung davon geben: Das Sachverzeichnis 
(Deutsch-Englisch) umfaft 173 Seiten, der Autorenindex 63, Die Arbeit. 
die hier geleistet worden ist von den Mitarbeitern, von der Redaktion, vom 
Verlag, wird einem Heer von Forschern, die auf dieser Basis weiterbauen, 
sehr viel Zeit und Miihe ersparen. Es werden in diesem Bande nicht nur die 
Mono-, Oligo- und Polysaccharide behandelt sowie die Enzyme, die an 
ihrem Auf-, Um- und Abbau beteiligt sind, sondern auch ,,Die einfachen 
Abkémmlinge der Zucker“, darunter z. B. die Ascorbinsiure, ..Die wichtig- 
sten zuckerhaltigen Verbindungen“ wie die Glykoside. Diese Teile des 
Bandes haben naturgemaéf einen vornehmlich biochemischen Charakter. 
stirker physiologisch betont sind die Abschnitte iiber Speicherung, Trans- 
port, Mobilisierung, Exkretion der Kohlehydrate. Wenn auch nicht alle 
36 Autoren, die an diesem Werke mitgearbeitet haben, ihr Thema mit der 
gleichen Ausfiihrlichkeit behandelt haben, so kann man doch wohl sagen: 
Man findet in ihm, was man darin sucht, und daft dies méglich wurde, ist 
eine groBartige Leistung. F. Weber (Graz). 


Krebs, H. A., und H. L. Kornberg: Energy Transformations in Living 
Matter. With an Appendix by K. Burton. With 21 Figures. III, 
87 Pages. Berlin—Gottingen—Heidelberg: Springer-Verlag 1957. (Son- 
derabdruck aus: Ergebnisse der Physiologie, biolog. Chemie und ex- 
perimentellen Pharmakologie. 49. Band.) DM 4.80. 


Dieses Werk ist eine relativ kurze, aber fesselnde Zusammenfassung. 
die vom Leser nur jenes Wissen voraussetzt, das man sich aus einem der 
iiblichen Lehrbiicher aneignen kann. Was diesen Uberblick vor anderen 
aihnlichen auszeichnet, ist die in allen Teilen hervorgehobene Ahnlichkeit 
oder Identitaét des Grundvorganges. Nur zur Veranschaulichung dieser ein- 
heitlichen Prinzipien werden als Beispiele Teilergebnisse gebracht. So wird 
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gleich im Beginn bei der Schilderung der die Energie liefernden Schritte im 
intermediiren Stoffwechsel gezeigt, da mit wenigen Ausnahmen trotz der 
Mannigfaltigkeit der Substrate die Energie durch die gleiche Serie von Re- 
aktionen gewonnen wird. Und vom gleichen Gesichtspunkt aus werden auch 
die verschiedenen Wege der anaeroben Glykolyse bei Mikroorganismen be- 
trachtet. Die weiteren Absiatze schildern die Wege der Oxydation der 
Glukose, die Photosynthese, die Verwertung der Energie fiir biochemische 
Synthese (erklart an den Beispielen der Bildung von Glukose, Fettsaéuren 
und Phenylalanin), die Konirolle der energieliefernden Prozesse (Beispiel 
der Ketogenese) und schlieflich eine Theorie der Evolution des Mechanismus 
der Energiewumwandlung. Diese Betrachiung der gemeinsamen Ziige im 
Stoffwechsel und Energieumsatz verschiedener Formen des Lebens ist sehr 
iibersichtlich und ungemein anregend. Im Anhang findet man von 
K. Burton Angaben iiber die freie Energie einer Reihe von Systemen 
(Tabellen), sowie ein umfangreiches Literaturverzeichnis. 


A. Holasek (Graz) 


Protoplasmatologia. Handbuch der Protoplasmaforschung. Herausgegeben 
von L. V. Heilbrunn und F. Weber. Band X: Pathologie des Pro- 
toplasmas. 3: Effsts biologiques des Radiations. Aspect biochimiques. Par 
Maurice Errera. Mit 27 Abb. IV, 241 S. Wien: Springer-Verlag, 1957. 
S 426.—, DM 71.—, sfr. 72.70, $ 16.90, £ 6/1/-; Subskriptionspreis: S 342.—, 
DM 57.—, sfr. 58.40, $ 13.55, £ 4/17/-. 


Der schwierig einzuteilende und sehr umfangreiche Stoff wird vom Ver- 
fasser in sehr iibersichtlicher Weise in fiinf Hauptkapitel gegliedert. Jedes 
dieser fiinf Kapitel ist wieder in zahlreiche weitere Unterkapitel unterteilt, 
so da, entsprechend den Notwendigkeiten eines Handbuches, die verschie- 
denen strahlenbiologischen Probleme detailliert und speziell abgehandelt 
werden kénnen. So unterteilt sich das erste Kapitel, welches die Strahlen- 
wirkung auf die Zellbestandteile behandelt, in mehrere Unterkapitel: Strah- 
lenwirkung auf Zellproteine und Enzyme, Beeinflussung der Glykolyse, der 
Respiration, die Wirkung auf Hormone, Wachstumsfaktoren und Coen- 
zyme, sowie die Wirkung auf das Ionengleichgewicht. Die weitere Aufglie- 
derung dieser Unterkapitel, z. B. Strahlenwirkung auf SH-Gruppen in 
vitro und in vivo usw., stellt einen Beweis fiir die subtile und intensive Be- 
arbeitung dieser Materie dar. 

Das zweite Kapitel behandelt den Kohlehydrat-, Fett- und Eiweifstoff- 
wechsel, wobei letzterem besonderes Augenmerk geschenkt wird. Im Rah- 
men der Abhandlung iiber die Beeinflussung der Synthese der Eiweifkor- 
per durch UV- und Réntgenstrahlen werden unter anderem die Strahlen- 
wirkung auf die Synthese der Peptidverbindungen, der unspezifischen und 
spezifischen Proteine (z. B. Hamoglobinbildung) und anderer mit den Pro- 
— zusammenhingenden Synthesen (z. B. Antikérperbildung) bespro- 
chen. 

Im dritten Kapitel befaft sich der Verfasser mit der Struktur und dem 
Stoffwechsel der Nucleinséuren. Auer der Strahlenwirkung auf die Des- 
oxyribonucleinsaéure von Mikroorganismen und der Wirkung auf die Nucleo- 
proteine organischer Zellen, werden auch die Strahleneffekte auf Struktur 
und den Stoffwechsel der Nucleinséuren und Nucleoproteine einer einge- 
henden Betrachtung unterzogen, wobei wieder die verschiedenen organischen 
Entwicklungsstufen, wie Mikroorganismen, Virus, pflanzliche und tierische 
Organismen usw., getrennt abgehandelt werden. 

Das vierte Kapitel befafi sich mit Zellkern und Cytoplasma. Die Bedeu- 
tung der strahlenbedingten Schadigung von Plasma und Chromosomen, der 
EinfluB des Mitosestadiums auf die Strahlensensibilitat werden ebenso er- 
Ortert wie die verschiedenen Modglichkeiten einer iiber die Nucleoproteine 
ausgelésten, strahlenbiologischen Fernwirkung. 
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Im fiinften Kapitel werden zuerst die Verinderungen des Bestrahlungs- 
effektes unter verschiedenen experimentellen Bedingungen besprochen. Es 
handelt sich unter anderem um die Wirkung einer wahrend der Bestrah- 
lung erfolgenden Entwiisserung, um durch Temperaturveranderungen be- 
dingte Effekte, die Wirkung chemischer Agenzien auf den Bestrahlungs- 
effekt oder den Einflu® einer Anderung des intrazellularen Sauerstoffdruk- 
kes wihrend der Bestrahlung auf die Strahlenwirkung. 

Im zweiten Teile dieses Kapitels kommen die Wiederherstellungsvor- 
gange zur Sprache, wobei der Einflu® der Uberwarmung und Unierkiihlung, 
biochemischer MaRnahmen (z. B. Einflu®8 des Metheonin) von Gewebsextrak- 
ten, Katalasen u. a. m. gesondert untersucht wird. 

Dieses Buch, welchem die Veréffentlichungen von iiber 650 Autoren zu- 
grunde liegen, gibt einen Gesamtiiberblick iiber alle radiobiochemischen Fra- 
gen und Probleme und ist damit fiir Biologen, Biochemiker und auch fiir 
jeden Strahlentherapeuten eine wertvolle Bereicherung, da dieses Werk eine 
lange bestehende Liicke in der strahlenbiologischen Literatur zu schliefen 
vermag. A. Leb (Graz). 


Raettig, Hansjiirgen: Bakteriophagie. 1917—1956. Zugleich ein Vor- 
schlag zur Dokumentation wissenschaftlicher Literatur. Teil I. Ein- 
fiihrung, Sachregister, Stichwortverzeichnis. Mit 8 Abb. XIX, 215 S. 
Teil II: Autorenregister. 344 S. Stuttgart: G. Fischer, 1958. DM 44.—. 


Auf vielen rasch fortschreitenden Wissensgebieten droht die Wissen- 
schaft in der Flut der Literatur zu versinken. Wie kann sie evident, iiber- 
sichtlich griffbereit gehalten werden. Raettig hat an dem Beispiel der 
Bakteriophagie, einer Disziplin, die erst vor 40 Jahren begriindet wurde 
und iiber die 5655 Literaturzitate registriert worden sind, gezeigt, daft dies 
in der Tat méglich ist. Es bedurfte dazu .nur“ einer originellen Idee und 
einer glanzenden Durchfiihrung. Der I. Band enthalt nach einer Einfiihrung, 
die die Vor- und Nachteile verschiedener ,,.Dokumentationsmethoden“ in 
kritischer Weise auseinandersetzt, das umfangreiche Sachverzeichnis. Von 
den einzelnen Schlagworten werden in meisterhafter Prazision und Kiirze 
Definitionen gegeben, darauf folgen die Zahlen, unter denen im II. Band 
die Literatur ausfiihrlich zitiert ist. Ein eigenes Stichwortverzeichnis er- 
leichtert die Orientierung. Der II. Band, der in vorbildlicher Exaktheit das 
Schrifttum aufzeigt, ware vielleicht besser nicht als ..Autorenverzeichnis“, 
sondern als _ ,,Literaturverzeichnis“ zu bezeichnen. Diese beiden kleinen 
handlichen Bande wird niemand entbehren wollen, der an der Wissen- 
schaft von der Bakteriophagie interessiert ist, es sollte sie aber auch nie- 
mand unbeachiet lassen, der einen Weg fiir sich sucht, auf irgend einem 
Gebiet die Literatur erfolgreich zu registrieren. F. Weber (Graz). 
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Soeben erschien: 


Pathophysiologia Diencephalica 
Symposium Internationale Milano 
3.—5. Mai 1956 


Herausgegeben von 
S. B. Curri und L. Martini, Milano 
Schriftleiter: W.. Kovac, Wien 
Mit 607 zum Teil farbigen Abbildungen im Text und auf 6 Tafeln. XV, 960 Seiten. Gr.-8°. 1958 
Ganzleinen S 840.—, DM 140.—, sfr. 143.40, $ 33.30 


Das im Mai 1956 in Mailand veranstaltete ,,Internationale Symposium iiber das Dien- 
cephalon‘‘ bildet ein weltweites Forum der bedeutendsten Fachleute auf diesem Gebiet, 
unter dem Ehrenschutz des Nobelpreistrigers Professor, Dr. W. R. Hess (Ziirich) und der 
Prasidentschaft von On. Professor Dr. E. TrasBuccni (Mailand). 

Der Band ,,Pathophysiologia Diencephalica‘ enthalt einen vollstindigen Bericht iiber 
diese thematisch geschlossene Veranstaltung, die in zwei Arbeitsgruppen absolviert wurde. 
Eine Gruppe umfa8t die Hauptreferate, die, von anerkannten Forschern gehalten, das 
heutige Wissen iiber die deskriptive Morphologie, Physiologie und Pharmakologie sowie 
iiber die Klinik der hypothalamischen Region und ihrer Korrelationen vermittelten und 
durch neue Ergebnisse eine Reihe interessanter und brennender Probleme teils lésten, teils 
aufwarfen. Die einzelnen Referate sind durch ausfiihrliche Diskussionsbemerkungen erganzt, 
wodurch der Stoff auBerordentlich belebt wird. 

In der zweiten Arbeitsgruppe wurde eine groBe Anzahl von Kurzvortrigen iiber dasselbe 
Thema gehalten. Hiebei handelt es sich durehwegs um noch nicht publizierte Unter- 
suchungen. Diese Arbeiten haben hohes wissenschaftliches Niveau und kénnen auf all- 
gemeines .Interesse Anspruch erheben. 

Der von dem bekannten franzésischen Pathologen M. Mostncrer (Marseille und Coimbra) 
verfaBte Epilog stellt in diesem. umfassenden Werk praktisch eine eigene Monographie 
dar. Mostncer als langjahriger Forscher auf dem Gebiet der vegetativ bedingten Organ- 
korrelationen und Schiller Roussys betrachtet in seinem reich bebilderten Beitrag saimt- 
liche , vorhergehenden Ausfiihrungen kritisch und vergleicht. sie mit eigenen Befunden bei 
Mensch und Tier. Die groBe Erfahrung und der Ideenreichtum dieses Experten geben eine 
Fille von Anregungen. 

Um fiir den speziell interessierten Leser die Ubersichtlichkeit zu verbessern, wurden die 
einzeen medizinischen Fachgruppen zusammengeschlossen ; innerhalb dieser Gruppen wurde 
eine Trennung nach Hauptreferaten und Kurzvortrigen durchgefiihrt. Die einzelnen Vor- 
trage' wurden nach Autorennamen geordnet. 

Nicht zuletzt sei noch auf das allen Arbeiten beigefiigte ausfiihrliche Literaturverzeichnis — 
hingewiesen. So bietet das vorliegende umfangreiche Werk eine geschlossene Darstellung 
des Gesamtgebietes der Zwischenhirnforschung.nach dem neuesten Stand und besitzt da- 
durch im vollsten Sinne des Wortes den Wert eines Handbuches und Nachschlagewerkes. 
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